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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNr: Acido desoxirribonucleico ribosémico.

AGCC: Acidos grasos de cadena corta.

ALK: Quinasa del linfoma anaplasico.

ASV: Variante de secuencia de amplicones.

AUC: Area bajo la curva.

BRAF: B-Raf proto-oncogen.

CCPG: Péptido ciclico citrulinado.

CCR: Cancer colorrectal.

CEI: Células epiteliales intestinales.

CEICA: Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragén.

CPCNP: Cancer de pulmon de célula no pequeia.

CPCP: Cancer de pulmon de célula pequeiia.

CTLA-4: Receptor de la proteina 4 asociada a los linfocitos T citotdxicos.
ECOG PS: Eastern Cooperative Oncology Group, Performance Status.
EE: Enfermedad estable.

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico.

FISH: Hibridacion in situ con fluorescencia.

GC-MS: Cromatografia de gases-espectroscopia de masas.

Gy: Grays.

h: Horas.

HCULB: Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.

HDAC: Enzimas histona deacetilasa.

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia.

IASLC: Asociacion internacional para el estudio del cancer de pulmon.
IC: Intervalo de confianza.

ICB-CSIC: Instituto de Carboquimica de Zaragoza.

ICI: Inhibidor de punto de control inmunitario.

IHQ: Inmunohistoquimica.



irAEs: Efectos adversos inmunorrelacionados.
kg: Kilogramos.

KRAS: Virus del sarcoma de rata Kirsten

L: Litros.

LAL: Lyophilized Ambocyte Lysate.

LefSe: Linear discriminant analysis Effect Size.
LDH: Lactato deshidrogenasa.

LPS: Lipopolisacarido.

MET: Gen transicion epitelial mesenquimal

ng: Nanogramo.

NGS: Secuenciacion de nueva generacion.

NR: No respondedores.

NTRK: Quinasa del receptor de tirosina neurotréfica.
M: Moles.

min: Minutos.

mg: Miligramos.

ml: Mililitros.

mM: Milimoles.

pL: Microlitros.

uM: Micromoles.

p: Valor de probabilidad.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
PD-1: Receptor de muerte programada 1.
PD-L1: Ligando 1 de receptor de muerte programada.
PET: Tomografia por emision de positrones.
PR: Progresion de enfermedad.

R: Respondedores.

RC: Respuesta completa.

RP: Respuesta parcial.

RECIST: Response Evaluation Criteria In Solid Tumors.



rpm: Revoluciones por minuto.
s: Segundos.
SG: Supervivencia global.

SLP: Supervivencia libre de progresion.



Resumen:

La presente tesis doctoral investiga el papel de la microbiota intestinal, los acidos
grasos de cadena corta (AGCC) y la permeabilidad intestinal como biomarcadores de
respuesta y toxicidad a la inmunoterapia en pacientes con cancer de pulmoén no célula
pequeiia (CPCNP). E1 CPCNP es una de las principales causas de mortalidad oncologica,
con opciones terapéuticas en constante evolucion, incluyendo el uso de inhibidores de
puntos de control inmunitario (ICI) como los anti-PD-1/PD-L1. Sin embargo, la seleccién
de pacientes que responderan favorablemente a la inmunoterapia sigue siendo un desafio
clinico.

El cancer de pulmon se desarrolla a partir de una serie de alteraciones genéticas y
epigenéticas que afectan la proliferacion celular, la apoptosis y la respuesta inmune. La
inmunoterapia ha revolucionado el tratamiento del CPCNP avanzado, pero su eficacia es
variable y solo un porcentaje reducido de pacientes obtiene beneficios duraderos. Aunque
la expresion de PD-L1 es el principal biomarcador utilizado para guiar la administracion
de ICI, su valor predictivo es limitado, lo que resalta la necesidad de encontrar nuevos
marcadores prondsticos.

En este contexto, la microbiota intestinal ha surgido como un factor clave en la
regulacion de la respuesta inmune y la homeostasis del organismo. Estudios recientes han
demostrado que la composicion del microbioma intestinal puede influir en la respuesta a
la inmunoterapia, sugiriendo un eje intestino-pulmén que podria modular la eficacia de
los tratamientos. Se ha observado que una mayor diversidad de la microbiota intestinal y
la presencia de ciertas bacterias beneficiosas, como Akkermansia muciniphilia, se asocian
con mejores respuestas a la inmunoterapia.

Por otro lado, los AGCC, siendo productos de la fermentacion bacteriana de la fibra
dietética, desempefian un papel esencial en la modulacion de la respuesta inmune. Entre
ellos, el butirato ha mostrado efectos antiinflamatorios y antitumorales, favoreciendo la
actividad de las células T CD8+ y regulando la expresion génica mediante mecanismos
epigenéticos. La evidencia sugiere que los pacientes con niveles mas altos de AGCC
pueden presentar una mejor respuesta a la inmunoterapia, mientras que su deficiencia
podria estar relacionada con resistencia al tratamiento y mayor toxicidad.

Otro aspecto crucial es la permeabilidad intestinal, cuya alteracion puede permitir la
translocacion de endotoxinas y otras moléculas proinflamatorias al torrente sanguineo,
promoviendo una respuesta inmunitaria exacerbada. La citrulina, la zonulina y la
endotoxina son marcadores que reflejan la integridad de la barrera intestinal y podrian
correlacionarse con la respuesta y toxicidad a la inmunoterapia. Niveles elevados de
zonulina y endotoxina se han relacionado con inflamacidn sistémica y un peor pronostico
en pacientes oncologicos.

Este estudio prospectivo, realizado en el Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa
de Zaragoza, analiza la relacion entre estos biomarcadores y la respuesta a los ICI en
pacientes con CPCNP en estadio III irresecable y estadio IV. Se espera que los hallazgos
contribuyan a optimizar la seleccion de pacientes para inmunoterapia y desarrollar
estrategias para modular la microbiota intestinal y mejorar los resultados clinicos.
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1. Introduccion

1.1 Carcinogénesis

El cancer de pulmoén es un tipo de neoplasia maligna que se origina en los tejidos
pulmonares y representa una de las principales causas de morbimortalidad a nivel
mundial. Se desarrolla a través de un proceso multifactorial complejo que involucra
interacciones entre factores genéticos, epigenéticos y ambientales.

Este proceso se inicia con alteraciones genéticas acumulativas que afectan a genes clave,
responsables de la regulacion del ciclo celular, la reparacion del acido desoxirribonucleico
(ADN) y la apoptosis, generando un microambiente que favorece la proliferacion celular
descontrolada (1).

- Molecular:

El desarrollo del cancer de pulmén suele comenzar con la exposicion a agentes
carcinogénicos, como los hidrocarburos aromaticos policiclicos presentes en el tabaco o
contaminantes ambientales como el radon. Estos agentes inducen dafio directo en el ADN,
dando como resultado mutaciones en oncogenes y genes supresores tumorales.

Entre los oncogenes mas frecuentemente implicados destacan el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), virus del sarcoma de rata Kirsten (KRAS) y quinasa del
linfoma anaplésico (ALK), mientras que los genes supresores tumorales como TP53 y
RBI1 suelen estar inactivados (2). La mutacion en genes como EGFR o translocaciones
en ALK promueven una activacion constitutiva de vias de sefializacion como
PI3K/AKT/mTOR o RAS/RAF/MEK/ERK, dando como resultado una proliferacion
celular incontrolada. Por otro lado, la pérdida de funcion de TP53, una proteina central
en la respuesta al dafio en el ADN, permite la supervivencia de células con mutaciones,
perpetuando el proceso oncogénico. Figura 1(3).

Metastatic adenocarcinoma <~~~ Primary adenocarinoma <€~ ------=---=----------oo-oooooo Atypical adenomatous  <-----------~ Alveolar and bronchiolar
hyperplasia epithelial cells

Metastatic squamous > _Primary squamous cell > S Bronchial dysplasia > A Bronchial epithelial
cell carcinoma carcinoma cells

jaf

: Y (" EmB signali —— 129%e
9:23W omion o &m e

5/‘% i FHIT

S angag g,

EVIL4ALK — Vs noy Grb2 /‘
\ T PBK / \ \ / \
\ 1Ps v /Y = 1
\ DAG ' | / @st )
\ \ e @ /B <
~ ? PIP; | / \ Y
JAK3 pok & \ | X // 3‘ - ?
\
Z | \ Ras MSTL )
e e ® BV N . / © -
Oncogene: K-Ras, EGFR, EMLA-ALK \'Z PKB/AKt W N PDKL \ CyclinD1 !
Tumor suppressors: RARBB, FHIT, | statajs \4 E ¥ | |
Rat = w ;
RASSF1, INK4A/ARF, p53 . . ‘ . PKC ——> : PKB/AKt \ i Y
: = = I'4 ® ! ! Reduced apoptosis
v o BAD Calcium signaling R . . g« Cell-cycle progression
Cell survival pathwg : @ i, PoTerton
— (CASP9 MAPK signaling ) Forkhead 2 Reduced
PI3K-Akt signaling ; pathway ;
pathway v ERK e apoptosis
Anti-apoptosis N
. e ® Retinoic acid
DNA damage v Anti-apoptosis |
, 167
¥ Y 2
53 VAN = {
= e
- + CDK4/6 \Z
CyclinD1 Cell cycle RARB
e 7Y cyctinD1 R N RXR
pathway er | Rb {
pag Bax p21 Y
-Cellwde 8 VA VA
POLK Bak  GADD45 Proliferation Q :
Genomic Increase Uncontrolled ~ y

instability  survival proliferation G1/S progression Tumor oroeression

Figura 1. Diagrama de vias de sefializacion relacionadas con el desarrollo del cancer de
pulmon.



- Alteraciones epigenéticas y heterogeneidad tumoral:

Ademas de las mutaciones genéticas, las modificaciones epigenéticas, como la
hipermetilaciéon del promotor de genes supresores de tumores, como por ejemplo de
CDKN2A, y la alteracion en la acetilacion de histonas, contribuyen significativamente a
la carcinogénesis pulmonar. Estas alteraciones epigenéticas no solo silencian genes
criticos para la regulacion celular, sino que también favorecen un microambiente tumoral
INmunosupresor.

El céncer de pulmon es altamente heterogéneo, tanto genéticamente como
fenotipicamente, lo que dificulta su tratamiento. Esta heterogeneidad puede observarse
incluso dentro de subtipos histolégicos principales, como el carcinoma de células no
pequetias (CPCNP) y el carcinoma de células pequefias (CPCP). Esto se traduce en
patrones de resistencia terapéutica y evolucion tumoral dinamica.

- Microambiente tumoral:

El microambiente tumoral en el cancer de pulmon también juega un papel crucial en su
desarrollo y progresion. Las células tumorales interactian con células del estroma,
fibroblastos y células inmunitarias para evadir la vigilancia inmunitaria, estimular la
angiogénesis y promover la invasion y el desarrollo de metastasis. Por ejemplo, la
sobreexpresion del ligando 1 de muerte programada (PD-L1) en las células tumorales
permite la inhibicion de la actividad citotdxica de los linfocitos T. Figura 2. (4)

PD-L1 se une con PD-1 e impide
que la célula T destruya la célula
tumoral

Célula tumoral

El bloqueo de PD-L1 o PD-1 permite
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célula tumoral

Muerte de una
célula tumoral
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Figura 2. Inhibidor de puntos de control inmunitario. Las proteinas de puntos de control,
como PD-L1 (en las células tumorales) y PD-1 (en las células T), ayudan a mantener el control
de las reacciones inmunitarias. La uniéon de PD-L1 a PD-1 impide que la célula T destruya las
células tumorales del cuerpo (panel izquierdo). El bloqueo de la unién de PD-L1 con PD-1
mediante un inhibidor de puntos de control inmunitario (anti-PD-L1 o anti-PD-1) permite que las
células T destruyan las células tumorales (panel derecho).
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- Metéstasis:

El cancer de pulmén muestra una alta propensiéon a la diseminacion metastasica,
especialmente a nivel cerebral, 6seo y hepatico. Este fendmeno esta facilitado por
mecanismos como la transicion epitelio-mesenquimal, que confiere propiedades
migratorias e invasivas a las células tumorales.

1.2 Epidemiologia

Se estima que, en 2020, hubo aproximadamente 2,2 millones de nuevos casos de
cancer de pulmén y 1,8 millones de muertes relacionadas con esta enfermedad. El
tabaquismo es el principal factor de riesgo para su desarrollo, siendo responsable de la
gran mayoria de los casos. Otros factores de riesgo incluyen la exposicion a carcindgenos
ambientales como el radon, la contaminacion del aire, la exposicion laboral a sustancias
quimicas, el consumo de alcohol, el sedentarismo, y los antecedentes familiares de la
enfermedad. Figura 3. (5)

Common risk factors for lung cancer

oo | |

Occupation — gq_
(miners,

heavy metal Smoking/ Second-hand
workers) tobacco smoke

[
et

Family history

Dietary
factors

Q.8
Other illnesses

(such as COPD,
Radon gas fuberculosis, etc)

Exposure to
radiation

Pollution

Fig. 1.13

COPD, Chronic obstructive pulmonary disease

Figura 3. Los factores de riesgo no relacionados con el tabaquismo incluyen la
exposicion ocupacional al asbesto, cromo, arsénico, cadmio, silice y niquel, asi como ser
fumadores pasivos, los contaminantes del aire exterior, enfermedades pulmonares previas,
exposicion al radon y factores dietéticos.

En Espana se estima que en 2025 habra 34.506 nuevos diagnoésticos de cancer de pulmon,
siendo 23.442 en hombres y 11.064 en mujeres (6). A pesar de su elevada incidencia, dada
su alta tasa de mortalidad, su prevalencia a los cinco afios es relativamente baja (41.143
pacientes en 2020).

Estas cifras se reflejan en lo reportado en Espafia en el afio 2022: fallecieron 114.828
personas por cancer, de las cuales 22.727 fue por cancer de pulmodn, siendo el tumor con
mayor mortalidad, seguido del cancer de colon con 11.142 muertes notificadas.
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A pesar de este incremento numérico en las muertes por cancer, de forma general, la
mortalidad por cancer en Espafia ha experimentado un fuerte descenso en las ultimas
décadas gracias a las actividades preventivas, el diagndstico precoz, los avances
terapéuticos y el menor consumo de tabaco en hombres.

1.3 Diagnostico anatomopatologico

A nivel histologico, el cancer de pulmoén se puede diferenciar en dos grandes grupos:
CPCP (15-20%) y CPCNP (80-85%). Dentro del CPCNP existen varios subgrupos
histopatologicos: adenocarcinoma (que es el mas frecuente), carcinoma escamoso, célula
grande, carcinomas pleomorficos, sarcomatoides, neuroendocrinos... Para su correcto
estudio y tipificacion es preciso el andlisis exhaustivo de las muestras
anatomopatologicas, comenzando por la realizacion de técnicas de inmunohistoquimica.
Tabla 1 y Figura 4 (7).

Tabla 1. Comparativa entre los principales subtipos histologicos del CPCNP.

Carcinoma de células Carcinoma de células
Caracteristica Adenocarcinoma escamosas grandes
Frecuencia 40-50% 20-30% 5-10%
Asociacién con Menor (frecuente en no Alta (fuertemente Alta (frecuente en
tabaquismo fumadores) asociado al fumadores)

tabaguismo)

Localizacion principal Periférica (regién Central (bronguios Variable (central o
subpleural o alveolar) principales) penférica)
Caracteristicas Glandulas, produccion de Perlas de queratina, Células grandes,
histologicas mucina puentes intercelulares pleomorficas
Alteraciones genéticas EGFR, ALK, KRAS, ROS1 TP53, amplificaciones Variadas (menos
comunes de FGFR1 estudiadas)
Marcadores TTF-1, Napsina A p40, p63 Ninguno especifico
inmunohistoquimicos (depende del subtipo)
Comportamiento clinico Metastasis tempranas Crecimiento local, Rapido,
(huesos, cerebro) puede causar comportamiento
cavitacion agresivo
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Figura 4. Imagen histopatologica con tincién hematoxilina-eosina de los principales
subtipos histologicos del CPCNP: adenocarcinoma, carcinoma escamoso y carcinoma de células
grandes.
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Por otro lado, grandes avances recientes como la secuenciacion de nueva generacion
(NGS), han permitido el estudio y conocimiento de multiples alteraciones gendémicas
presentes en estos tumores. Hoy en dia, ya son multiples las alteraciones moleculares que
cuentan con un tratamiento dirigido y cuyo uso condiciona una mayor eficacia que el
tratamiento oncoldgico convencional, tales como mutaciones en EGFR, reordenamientos
en ALK, fusiones en el oncogen c-ros 1, mutaciones en B-Raf proto-oncogen (BRAF),
fusiones en el receptor tirosin-cinasa neurotrépico (NTRK), fusiones en el gen RET,
mutaciones en el gen KRAS; y mutaciones o amplificaciones en el gen transicion epitelial
mesenquimal (MET). Por este motivo, es preciso conocer la mayor informacioén gendémica
posible, idealmente en el momento del diagndstico, para asi poder establecer la estrategia
terapéutica 6ptima. Figura 5.
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Figura 5. Pruebas de multiples biomarcadores en muestras de pacientes con CPCNP. El
numero de secciones para cada prueba se muestra en azul. Adenocarcinoma (AC), quinasa del
linfoma anaplasico (ALK), receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), hibridacion in
situ con fluorescencia (FISH), hematoxilina y eosina (H&E), inmunohistoquimica (IHC), virus
del sarcoma de rata Kirsten (KRAS), factor de transicion epitelial mesenquimal (MET),
secuenciacion de proxima generacion (NGS), quinasa del receptor de tirosina neurotrofica
(NTRK), carcinoma de pulmon de células no pequeiias (NSCLC-NOS, no especificado de otra
manera), reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), RET reordenado durante la transfeccion,
oncogén 1 c-ros (ROS1), ligando 1 de muerte programada (PD-L1).

1.4 Estadificacion: TNM 8* Edicidén

La estadificacion precisa del cancer de pulmon es una parte crucial en el tratamiento
de estos pacientes, ya que el estadio al diagnostico inicial es el predictor de supervivencia
mas importante. Ademads, las opciones de tratamiento variaran seguin el estadio de la
enfermedad (8). La puesta en escena “tumor (T), node (N) y metastasis (M)” (TNM) tal
como la conocemos hoy en dia, fue conceptualizada por Pierre Denoix entre 1943 y 1952
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(9). En 1953, se acepto por el Comité de Nomenclatura y Estadisticas de Tumores de la
Unién Internacional para el Control del Cancer como base para la estadificacion
anatomica. En 1996, se comprendid la necesidad de desarrollar una base de datos
internacional para la validez externa en futuras ediciones del TNM. La Asociacion
Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC), al ser la tinica organizacion
mundial dedicada al estudio del cancer de pulmoén, con representantes de todas las
disciplinas involucradas en la atencion de esta enfermedad, fue la mas indicada para
asumir este proyecto, incluyendo la recopilacion y el anélisis de datos sobre el cancer de
pulmoén y la recomendacion de actualizaciones de estadificacion TNM (10).

La séptima edicion de la estadificacion TNM se publicd en 2009, basandose en datos
retrospectivos de 81.496 pacientes (10). Existian limitaciones dado que los conjuntos de
datos originales no fueron disefiados para la estadificacion TNM y no todos los
descriptores fueron validados. Ademas, se considerd que la representacion mundial era
inadecuada y fueron datos recopilados en los afios 90, cuando el uso de la tomografia por
emision de positrones (PET) para la estadificacion no estaba atn disponible. Estas
limitaciones llevaron a la IASLC a una nueva recopilacion de datos para desarrollar una
nueva edicion (11).

La octava estadificacion del TNM se publicé en 2017 (11), Tabla 2. Lo mas destacado de
esta nueva edicion es la subclasificacion y reclasificacion de los diferentes estadios del
cancer de pulmon, basandose en datos de pronostico. Los principales cambios estan
relacionados con el tamafio del tumor y el grado de afectacion (ambos dentro del estadio
T) y la subclasificacion de las metastasis extratordcicas (estadio M).

Tabla 2. Clasificacion del TNM seglin octava edicion.

T: tumor primario

Tx El tumor primario no puede ser evaluado o tumor evidenciado por la presencia de
células malignas en esputo o lavados bronquiales, pero no evidenciado en pruebas
de imagen o broncoscopia

TO Sin evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor < 3 ¢cm en su didmetro mayor, rodeado por pulmén o pleura visceral, sin
evidencia mediante broncoscopia de invasion mas proximal que el bronquio
lobar ¢

Tla(mi) Adenocarcinoma minimamente invasivo ?

Tla Tumor < 1 cm en su diametro mayor ¢

T1b Tumor > 1 cm, pero <2 cm en su didmetro mayor ¢

Tlc Tumor > 2 cm, pero < 3 cm en su didmetro mayor ¢

T2 Tumor > 3 cm, pero < 5 cm en su diametro mayor, o tumor con alguno de los

siguientes criterios ¢:
- Afecta bronquio principal independientemente de la distancia desde
carina, pero sin afectacion carinal
- Invade pleura visceral
- Asociado a atelectasia o neumonitis obstructiva que se extiende a la region
hiliar, afectando a parte o todo el pulmon

T2a Tumor > 3 cm, pero <4 cm en su didmetro mayor
T2b Tumor > 4 cm, pero < 5 cm en su diametro mayor
T3 Tumor > 5 cm, pero < 7 cm en su didmetro mayor o con noédulos tumorales en el

mismo 16bulo que el tumor primario, o que invade directamente alguna de las
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siguientes estructuras: pared toracica (incluyendo pleura parietal y tumores del
sulcus superior), nervio frénico, pericardio parietal.

T4 Tumor > 7 cm en su didmetro mayor o asociado a nodulos tumorales en distinto
l6bulo ipsilateral al del tumor primario, o invade alguna de las siguientes
estructuras: diafragma, mediastino, corazon, grandes vasos, trdquea, nervio
laringeo recurrente, es6fago, cuerpo vertebral y carina.

N: afectacion de ganglios linfaticos regionales

Nx No se puede evaluar la afectacion de los ganglios linfaticos regionales

NO No existe afectacion de los ganglios linfaticos regionales

N1 Metastasis en ganglios linfaticos peribronquiales y/o hiliares e intrapulmonares
ipsilaterales. Incluyendo afectacion por extension directa

N2 Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos ipsilaterales y/o subcarinales

N3 Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos contralaterales, hiliares

contralaterales, escalénicos o supraclaviculares ipsilaterales o contralaterales
M: metastasis a distancia

MO No existen metastasis a distancia

M1 Presencia de metastasis a distancia

Mla Nodulos tumorales presentes en l6bulo contralateral, tumor con nodulos pleurales
o pericardicos, o derrame pleural o pericardico malignos ¢

Milb Metastasis tnica extratoracica ©

Mlc Metastasis multiples extratoracicas en uno o varios 6rganos

@ El infrecuente tumor de cualquier tamafio que invade superficialmente con su componente
invasivo limitado a la pared bronquial, que puede extenderse proximalmente al bronquio
principal, también es clasificado como T1a.

b Adenocarcinoma solitario de < 3 ¢cm con un predominante componente lepidico y < 5 mm de
invasion en cualquier foco.

¢ Los tumores T2 con estas caracteristicas se clasifican como T2a si son de <4 cm en su diametro
mayor o si el tamafio no puede determinarse, y como T2b si son > 4 cm, pero < 5 cm en su
diametro mayor.

4 La mayoria de los derrames pleurales (pericardicos) con cancer de pulmoén son debidos al
tumor. En pocos pacientes, sin embargo, multiples examenes del liquido pleural (pericardico) son
negativos para células neoplésicas y el liquido no es hematico ni un exudado. Cuando estos
aspectos y el juicio clinico concluyen que el derrame no se relaciona con el tumor, el derrame
deberia ser excluido como descriptor de estadificacion.
€ Esto incluye la afectacion de un ganglio no regional.

1.4.1 Determinacion del tamafio tumoral (T)

El estadio T esta determinado por el tamafio del tumor primario en el eje largo medido
en la reconstruccion multiplanar y su afectacion con las estructuras adyacentes. Para el
estadio T, se analizé el prondstico en pacientes con CPCNP, con o sin afectacion
ganglionar y sin enfermedad metastdsica. Existen varias diferencias con respecto a la
séptima edicion, principalmente en cuanto al tamafo, distancia a la carina o la invasion
de estructuras mediastinicas.

La estadificacion ganglionar evaltia la carga tumoral en los ganglios hiliares y
mediastinicos regionales. Las estaciones ganglionares han podido separar
consistentemente a los pacientes en diferentes grupos de pronodstico y permanecen sin
cambios con respecto a la edicion anterior.
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La estadificacion M se define por la presencia de metéstasis mas alla de los ganglios
linfaticos regionales. El analisis valido la definicion de enfermedad metastasica
intratoracica de la séptima edicion y, por lo tanto, se mantuvo esta definicion. Destaca la
diferenciacion en metastasis extratoracicas, pasando de un M1b global a M1b en caso de
oligometastasis, y M1c si existen varias lesiones metastasicas.

1.5 Inmunoterapia

Durante la ultima década, hemos asistido a una revolucion de avances tanto en los
métodos de deteccion y diagnostico, como en el tratamiento del CPCNP. Una mayor y
mejor comprension de la biologia del cancer de pulmoén ha llevado al desarrollo de
multiples terapias dirigidas eficaces contra dianas moleculares, agentes antiangiogénicos
e inhibidores de puntos de control inmunitarios (ICI) (12), mejorando la supervivencia de
estos pacientes.

Los anticuerpos especificos contra PD-1, PD-L1 y el receptor de la proteina 4 asociada a
los linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) tienen ya un papel protagonista en la estrategia
terapéutica del CPCNP (13-21).

Aungque el desarrollo de los ICI comenzo en gran medida como monoterapia en el entorno
de segunda linea, en la actualidad, con la excepcion del CPCNP con alteracion genémica
con opcidn a terapia dirigida o cuando existe alguna contraindicacion a su uso, la mayoria
de los pacientes con CPCNP recibiran tratamiento con anti PD-1 o anti PD-L1 en primera
linca de enfermedad metastasica, contando también con indicaciones en terapia de
consolidacion tras quimio-radioterapia en la enfermedad localmente avanzada irresecable
y la terapia adyuvante tras la reseccion quirtrgica (22).

La utilidad de los ICI en el tratamiento del CPCP se ha establecido en primera linea en
combinacion con quimioterapia (23,24), con un impacto modesto en la supervivencia
global (SG), en monoterapia, y recientemente en la enfermedad localizada como
consolidacion tras quimio-radioterapia (25).

La eleccion del tratamiento en la practica clinica hoy en dia estd determinada en gran
medida por la expresion de PD-L1, la carga de enfermedad y el perfil mutacional del
tumor, todos ellos con limitaciones. Si bien la expresion de PD-L1 es el biomarcador mas
utilizado, su valor predictivo no es absoluto. La heterogeneidad intratumoral e
intertumoral, una amplia variedad de ensayos y valores de corte utilizados para definir su
positividad, y el efecto de la manipulacion y el almacenamiento del tejido tumoral en el
analisis de PD-L1 lo hacen un biomarcador imperfecto (26-29).

A pesar del papel cada vez mayor de la inmunoterapia y especificamente de la inhibicién
del punto de control de PD-1/PD-L1 en el cancer de pulmoén, y que ha supuesto una
mejora significativa en la supervivencia de pacientes sin alteraciones genéticas que
permitan un tratamiento dirigido (30), es importante destacar que un niimero elevado de
pacientes no va a obtener beneficio de estas terapias (31).

La tolerancia global a estos tratamientos es mayoritariamente mejor que con la
quimioterapia tradicional, si bien es cierto que es importante destacar los efectos adversos
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inmunorrelacionados (irAEs) caracteristicos de los ICI. Estos pueden alterar la calidad de
vida, aumentar los costes de atencion médica, provocar un deterioro grave o incluso la
muerte de los pacientes.

La tasa global de respuesta a los ICI en el CPCNP es en torno al 15-20% y atn no se
dispone de biomarcadores predictivos de respuesta (32). Por este motivo, es imperativo
el desarrollo de biomarcadores predictivos clinicamente eficaces para seleccionar
adecuadamente a los pacientes con mayor probabilidad de beneficio ante estas terapias y
conocer en la medida de lo posible, a aquellos pacientes con baja posibilidad de respuesta
y/o un mayor riesgo de toxicidad asociada. Figura 6. (33)
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* Polyneuropathy
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* Subacute inflammatory
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Figura 6. Principales efectos adversos inmunorrelacionados segin organo afecto. Ocular:
uveitis, sindrome de Sjogren, conjuntivitis, blefaritis, epi/escleritis, retinitis. Pulmon: neumonitis,
pleuritis, granulomatosis tipo sarcomatoide. Higado: hepatitis. Pancreas: pancreatitis, diabetes
autoinmune. Piel: erupcion cutanea, prurito, vitiligo, exantema medicamentoso con eosinofilia y
sintomas sistémicos (DRESS), psoriasis, sindrome de Stevens-Johnson. Osteomuscular:
artralgias, artritis, miositis, dermatomiositis. Neurologico: encefalitis, meningitis, polineuropatia,
sindrome de QGuillain-Barré, neuropatias inflamatorias subagudas. Endocrino: hipofisitis,
tiroiditis, adrenalitis. Renal: nefritis intersticial, glomerulonefritis. Digestivo: colitis, enteritis,
gastritis. Hematologico: anemia, neutropenia, trombocitopenia, microangiopatia trobotica,
hemofilia adquirida, vasculitis.
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1.5.1 Estadio III irresecable

El tratamiento del CPNCP estadio III varia segiin las caracteristicas clinicas del
paciente y la extension del tumor, siendo un desafio debido a la naturaleza localmente
avanzada de la enfermedad. El manejo depende predominantemente de la potencial
resecabilidad del tumor, lo que influye de forma determinante en la estrategia terapéutica.

Con respecto al tratamiento del estadio III irresecable, (particularmente estadio IIIB y
IIC), la quimiorradioterapia concomitante es el tratamiento estdndar de eleccion.
Diversos estudios han demostrado que la administracion simultanea de quimioterapia y
radioterapia mejora la supervivencia en comparacion con la administracién secuencial.
Los regimenes mas comunes se basan en farmacos derivados de platino, como cisplatino
o carboplatino en combinacion principalmente con vinorelbina o etoposido (34,35).

La introduccion de la inmunoterapia en el manejo de CPNCP localmente avanzado,
estadio III irresecable significo6 un cambio en el estdndar de tratamiento para estos
pacientes (36). Se demostrd6 que el uso de durvalumab, un inhibidor de PD-LI,
administrado después de la quimiorradioterapia, mejora significativamente la
supervivencia libre de progresion (SLP) y la SG en pacientes con enfermedad estable o
en respuesta parcial tras la quimiorradioterapia.

1.5.2 Estadio IV

El tratamiento del CPNCP estadio IV sin alteracidon gendmica accionable, esta
altamente influenciado por los niveles de expresion de PD-L1.

En pacientes con tumores que presentan una expresion de PD-L1 >50%, la monoterapia
con inhibidores de PD-1/PD-L1 es el tratamiento de primera linea recomendado.
Farmacos como pembrolizumab (37,38) y atezolizumab (39) han demostrado una mejora
significativa en la SG y SLP en comparacion con la quimioterapia tradicional, con tasas
de respuesta objetiva (TRO) superiores al 40% en este subgrupo.

Para pacientes con expresion de PD-L1 entre el 1-49%, el esquema mas recomendado es
la combinacién de inmunoterapia con quimioterapia. Se evalud la administracion de
pembrolizumab mas quimioterapia basada en platino (40), evidenciando beneficios en SG
y SLP en pacientes con PD-L1 <50%, con una TRO de aproximadamente 48%. En
pacientes con PD-L1 del 1-49%, esta combinacion mejora los resultados frente a la
quimioterapia en exclusiva.

En aquellos pacientes sin expresion de PD-L1 (<1%), la combinacion de quimioterapia
con inmunoterapia sigue siendo la estrategia estdndar, dada la ausencia de beneficio
significativo con la monoterapia inmunolégica en este grupo. Se ha evaluado la
administracion de atezolizumab en combinacion con quimioterapia y bevacizumab (41),
mostrado mejoras en la SG, pero sin llegar a ser estadisticamente significativas, con una
TRO del 60% en pacientes sin expresion de PD-L1.
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1.6 Microbiota y cancer

Los microorganismos se han estudiado clasicamente en relacion con las enfermedades
infecciosas, y principalmente mediante el uso de métodos de aislamiento y cultivo. Sin
embargo, en la practica, muchas bacterias son dificiles de aislar y cultivar y, por lo tanto,
solo se ha estudiado un niimero limitado de ellas hasta la fecha.

La microbiota humana es el conjunto de microorganismos que habitan en el cuerpo
recubriendo epitelios y mucosas, y que establecen con nuestro organismo relaciones
simbioticas (mutuo beneficio), comensales (beneficio neutro) o patogénicas (perjuicio
para el hospedador). Estas poblaciones pueden ser estables (autdctonas) o transitorias
(aléctonas) (42).

Por otro lado, el concepto de microbioma engloba a los microorganismos del hébitat, su
contenido genético y las caracteristicas ambientales. Es frecuente que los estudios sobre
el microbioma se centren exclusivamente en el dominio Bacteria, sin embargo, se
deberian tener en cuenta otros microorganismos tales como arqueas, hongos, helmintos,
e incluso los virus tienen un papel relevante dentro del microbioma humano.

Dependiendo de la localizacion anatomica, la microbiota humana presenta una
composicion diferente. La mas estudiada hasta el momento es la del tracto
gastrointestinal, dada su elevada densidad de microorganismos (hasta 10'* células
bacterianas por cada gramo de tejido), asi como la facilidad de acceso a la misma a través
de muestras fecales o biopsias. El colon llegaria a albergar aproximadamente el 70% de
las bacterias de todo el cuerpo humano (43).

La microbiota intestinal humana representa 10 veces mas que el total de células del
huésped humano, manteniendo un microambiente dindmico, estable y saludable dentro
del hospedador. En general, se consideran miembros comunes las bacterias de los filos
Firmicutes (actualmente renombrado Bacillota), Bacteroidetes (actualmente renombrado
Bacteroidota) y, en menor proporcion, Proteobacteria (actualmente renombrado
Pseudomonadota), Actinobacteria, Fusobacteria y Verrumicrobiota. Se mantiene nombre
de acuerdo con la designacion méas comun y familiar, en lugar de las ultimas
actualizaciones, para evitar confusion.

A partir de 2005, gracias al desarrollo de la tecnologia NGS, se ha generalizado el andlisis
gendmico de la microbiota. Como resultado, ha sido posible analizar los microbiomas del
tracto respiratorio inferior, hasta ese momento considerado estéril, utilizando
principalmente la secuenciacion de ADN ribosémico (ADNr) de la subunidad 16S y el
analisis metagenomico, revelando un microbioma con un alto nivel de biodiversidad (44).

La secuenciacion de ADNr 16S es la técnica mas amplia, rapida y rentable para
caracterizar a nivel composicional comunidades bacterianas complejas, si bien no
discrimina entre bacterias activas metabdlicamente o inertes.

El objetivo de la secuenciacion de amplicones es identificar los grupos microbianos
presentes en dicha comunidad. El fundamento de la técnica se basa en la conservacion de
genes ribosomales a lo largo de la evolucion y la existencia de regiones hipervariables
que son una marca Unica de cada especie o grupo de organismos con relacion filogenética.

19



En las bacterias, el gen conservado de manera universal es el 16S del ADNr, cuyo
transcrito forma parte de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano.

Cada vez es mayor la evidencia de que existe relacion entre la microbiota intestinal y la
pulmonar, definida como el eje intestino-pulmén (45). Numerosos estudios han
demostrado que la microbiota intestinal no solo puede afectar la homeostasis pulmonar
de diversas formas, condicionando una mayor susceptibilidad a las enfermedades
pulmonares (46,47), sino que también podria mejorar la resistencia y la capacidad de
recuperacion pulmonar contra las enfermedades. Las variaciones en la composicion de
los microorganismos intestinales provocados por el medio ambiente, la dieta, diferentes
enfermedades o intervenciones médicas, principalmente el uso de antibioticos, podrian
también estar relacionados con cambios en la respuesta inmunitaria y la homeostasis de
las vias respiratorias (48,49). Este desequilibrio se conoce como disbiosis intestinal (50).

Diversas enfermedades se desarrollan y empeoran en funcion del equilibrio de dicha
microbiota. Investigaciones recientes sobre microbiota asociada con el cancer plantean
interacciones reciprocas entre bacterias, células tumorales e inmunitarias, las vias
bacterianas asociadas con la induccion de la oncogénesis y su importancia traslacional

(51).

Las bacterias pueden alterar el ciclo celular mediante la produccion de toxinas, dando
como resultado el crecimiento celular con alteraciones en la expresion de proteinas que
controlan la reparaciéon del ADN, la division celular y la apoptosis. Ademads, pueden
alterar la respuesta inmunitaria del huésped contra las células malignas, y recientemente
se ha demostrado una asociacion entre la composicion de la microbiota y la respuesta a
la inmunoterapia. Los estudios en modelos animales indican que la microbiota puede
modular la sensibilidad de los canceres solidos a los ICI, principalmente a terapias anti
CTLA4 y PD-L1 (52). Es decir, la disbiosis intestinal provocaria una alteracion de la
homeostasis inmune intestinal, promoviendo el desarrollo de procesos infamatorios e
incluso tumorales (53,54).

Sin embargo, a pesar de la creciente evidencia que muestra que dicha disbiosis podria
asociarse con la oncogénesis pulmonar, los mecanismos exactos ain no se han dilucidado
por completo.

En los pacientes con cancer colorrectal (CCR), la composicion de la microbiota intestinal
suele ser radicalmente diferente a la de los individuos sanos, por ejemplo, se ha visto un
aumento de Porphyromonas, Enterococcus, Streptococcus o Peptostreptococcus y
disminucién de Roseburia u otros microbios beneficiosos, como las bacterias productoras
de butirato de la familia Lachnospiraceae (55). Mientras tanto, las proporciones relativas
y la abundancia de los microorganismos residentes también pueden estar directamente
asociadas con el cancer, lo que también se ha informado en pacientes con CCR, como
Streptococcus bovis biotipo 1 (56), Escherichia coli y Bacteroides fragilis que secretan
toxinas nocivas para el ADN (57,58).

También se ha descrito que la microbiota intestinal puede alterar la actividad inmunitaria
antitumoral y, por tanto, desempefiar un importante papel en la regulacion de los
mecanismos de respuesta y resistencia a la inmunoterapia en tumores malignos (59).
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Varios estudios apoyan la hipdtesis de que la diversidad de la microbiota intestinal en
pacientes con cancer de pulmén se correlaciona positivamente con la eficacia de la
inmunoterapia (60,61). Incluso algunos estudios refieren que podria estar relacionada con
una mayor SLP en pacientes con CPCNP (62). En otros, se ha mostrado una mayor
concentracion de Akkermansia muciniphilia en las heces de los respondedores a ICI (63).

Otros trabajos han analizado especificamente la microbiota pulmonar, y su relacion con
la inmunidad y la carcinogénesis en el cancer de pulmoén (64). Figura 7.

Infection
Antibiotics
~ Cigarrette smoke
Coal burning exposures

High bacterial biomass

\moﬂ‘ [
Healthy wng &7 ysb/Os/ Decreased community diversity
Low bacterial biomass J Mycobaterium tuberculosis

Prevotella . Granulicatella
Streptococcus 1 1N ‘ ,'_ Abiotrophila
Velllonella Thick mucus H -— l" e~ 5treptacoccus
‘-r .
.
Mature DCs M1 el IGLLM, g "\ Malignant

_) transformation

Macrophages ;
Mature DCs ‘ / |

1oT cells

¥oT ceIIs

(% Airway inflamation

Treg

e Airway inflamation

Th17 \ Treg

-
o %

O Th17 M1

|NKT Macrophages
Immune homeostasis Immune dysregulation

Figura 7. Relacion entre la microbiota pulmonar, la homeostasis y el cancer de pulmon.
Existe un delicado equilibrio entre el sistema inmunitario y la microbiota. La microbiota comensal
contribuye a la tolerancia inmunitaria, disminuyendo la inflamaciéon pulmonar a través del
reclutamiento de células dendriticas (CD), células T yd y células T reguladoras (Treg). Los
macrofagos y las células T responden a la colonizacién microbiana y previenen la sobrecarga de
patogenos o metabolitos (panel izquierdo). La microbiota pulmonar podria contribuir al desarrollo
del cancer de pulmon. Las bacterias podrian promover factores proinflamatorios, conduciendo a
la inflamacion crénica y la regulacion positiva de las vias de sefializacion proliferativa en las
células epiteliales de las vias respiratorias, lo que induce la transformacion celular y la
tumorogénesis (panel derecho). Ademas, algunos componentes microbianos podrian afectar
directamente las vias protumorigénicas en las células epiteliales (oncogenes). Abreviaturas: célula
iNKT, célula asesina natural invariante; Th1/17, tipo de célula T colaboradora 1/17.
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El posible aumento del riesgo de cancer de pulmdn debido a cambios en la microbiota
podria estar relacionado con una inmunidad hiperactiva que conduciria a una inflamacién
crénica, como se describe en la seccion anterior (Figura 7), o bien con mecanismos de
inmunovigilancia defectuosos (Figura 8).
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Figura 8. Posibles enfoques inmunomoduladores para revertir el microambiente
inmunitario protumoral debido a la disbiosis de la microbiota pulmonar.

Lineas rojas: El desarrollo tumoral configura un microambiente inmunosupresor enriquecido en
células T reguladoras (Treg) y macrofagos M2 que expresan moléculas antiinflamatorias como el
ligando de muerte programada 1 (PD-L1), la proteina asociada a los linfocitos T citotoxicos 4
(CTLAA4) o el factor de crecimiento transformante TGF-P. Estos factores inhiben las respuestas
antitumorales de las células T y las células asesinas naturales (NK), promoviendo la tolerancia y
la evasion inmunitaria tumoral. La disbiosis de la microbiota pulmonar y la presencia de cepas
bacterianas especificas podrian contribuir a la generacion de este microambiente inmunosupresor
y a la baja eficacia de los tratamientos de inmunoterapia.

Flechas verdes: los tratamientos de inmunoterapia, como los inhibidores de los puntos de control
inmunitario (ICI), en combinacidon con estrategias para modular la microbiota pulmonar
(aerosoles bacterianos o tratamientos antibioticos selectivos) podrian ayudar a revertir la disbiosis
y mejorar las respuestas inmunitarias antitumorales del huésped. Abreviaturas: DC, células
dendriticas; PD-1, muerte celular programada-1.
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1.7 Metabolitos: acidos grasos de cadena corta

El microbioma intestinal es un ecosistema microbiano que tiene diversos efectos
sobre las funciones fisioldgicas del huésped, en particular en el desarrollo y la actividad
inmunitaria.

La base molecular de las interacciones entre el huésped y el microbioma se esta
comenzando a descubrir y esta mediada tanto por las interacciones intercelulares como
por la produccion, modificacion y deteccion de una gran variedad de pequefias moléculas
bioactivas, denominadas metabolitos.

Muchos metabolitos gastrointestinales se originan a partir de fuentes dietéticas o
ambientales. Se encuentran con el microbioma intestinal como parte del proceso de
digestion y transito intestinal, y vinculan la nutricion del huésped con la fisiologia,
incluyendo el desarrollo y la funcién inmunitaria. Otros metabolitos son producidos o
modificados endégenamente a través de diversos procesos metabolicos, por el huésped o
por su microbiota (65). En conjunto, se estima que mas del 50% de los metabolitos fecales
y urinarios derivan del microbioma intestinal o son modificados por €l (66).

Algunos de los metabolitos asociados al microbioma son bioactivos y afectan a los
procesos celulares del huésped, incluida la diferenciacion, la migracion, la proliferacion
y la apoptosis, presentando efectos fisiologicos o patofisioldgicos en el huésped.

Las interacciones dinamicas entre la microbiota intestinal y los sistemas inmunoldgicos
innato y adaptativo del huésped desempefian funciones clave en el mantenimiento de la
homeostasis intestinal y la inhibicion de la inflamacién. La microbiota intestinal
metaboliza proteinas y carbohidratos complejos, sintetiza vitaminas y produce una
enorme cantidad de productos metabdlicos que pueden mediar en la interaccion entre las
células epiteliales intestinales e inmunitarias.

El huésped ha desarrollado multiples plataformas de deteccion de metabolitos y vias de
seflalizacion inmunitaria descendentes que confieren reactividad a los metabolitos
modulados por el microbioma (67,68). Estas plataformas de deteccion se expresan en
diferentes combinaciones en subconjuntos celulares de la mucosa, como células
epiteliales intestinales, macrofagos, células dendriticas, células T y células linfoides
innatas, donde desempefan funciones criticas en la comunicacion mutua entre el huésped
y el microbioma. Ademds de los efectos locales de los metabolitos en la funcion
inmunitaria de la mucosa gastrointestinal, muchos metabolitos son absorbidos
sistémicamente y pueden llegar a érganos remotos y modular las respuestas inmunitarias
en otras regiones del huésped.

Como tal, los metabolitos pueden proporcionar un eslabon perdido entre la configuracion
funcional y compositiva del microbioma intestinal y sus efectos remotos en la fisiologia
del huésped, asi como modificar el riesgo de enfermedad en 6rganos aparentemente no
relacionados.

Las células epiteliales intestinales producen una barrera mucosa como mecanismo de
defensa, para segregar la microbiota de las células inmunes del huésped y reducir la
permeabilidad intestinal. Una interaccion alterada entre la microbiota intestinal y el
sistema inmunologico de las mucosas puede provocar una mayor abundancia de bacterias
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gramnegativas potencialmente patdgenas y sus cambios metabolicos asociados, alterando
la barrera epitelial. La disbiosis intestinal, o alteraciones negativas en la composicion
microbiana intestinal, también pueden desregular la respuesta inmunitaria, provocando
inflamacion, estrés oxidativo y resistencia a la insulina. Con el tiempo, la disbiosis cronica
y la translocacion bacteriana y de sus productos metabolicos a través de la barrera mucosa
puede aumentar la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades inflamatorias intestinales, enfermedades autoinmunes y
una variedad de neoplasias malignas (69).

1.7.1 Modulac10n de la configuracion de metabolitos gastrointestinales por parte del

Una de las funciones esenciales que desempefia la microbiota intestinal es la
modulacion de los metabolitos gastrointestinales, incluyendo su sintesis, digestion,
fermentacion y metabolismo secundario. Se ha demostrado que varias taxonomias
microbianas comensales, incluidas Enterobacteriaceae, Enterococus spp. y Lactobacillus
spp., influyen en las concentraciones de los metabolitos gastrointestinales (70) mediante
procesos que abarcan desde la utilizacion de aminodcidos como fuente de nitrégeno hasta
la generacidon de metabolitos secundarios como los 4cidos grasos de cadena corta (AGCC)

(71).
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diferenciacion de las células Treg, la secrecion de mucina de las células caliciformes intestinales,
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la activacion de IL-18 mediada por el inflamasoma y la quimiotaxis de los neutrofilos a través de
la via NF-kB.

1.7.2 Produccion de metabolitos de novo en el microbioma

La microbiota intestinal produce una serie de metabolitos, algunos de los cuales
presentan funciones bioactivas especificas en el huésped. Un excelente ejemplo de estos
metabolitos sintetizados de novo son los AGCC, que son productos de la fermentacion
microbiana de fibras nutricionales no digeribles, e incluyen acetato (C2), propionato (C3)
y butirato (C4), entre otros.

Las bacterias comensales intestinales, como las que pertenecen a los géneros
Butyrivibrio, Clostridium y Eubacterium, pueden producir AGCC que alcanzan
localmente una concentraciéon milimolar (72). Durante su produccion también se generan
otros subproductos de la fermentacion, como el succinato y el lactato, que la microbiota
utiliza para su mantenimiento y supervivencia (73).

Los AGCC, a su vez, median una serie de funciones importantes para el huésped
eucariota, incluido el uso como fuente de energia por parte de las células epiteliales
intestinales y una variedad de propiedades antiinflamatorias en las células T, las células
T reguladoras (Tregs), los neutréfilos y los macrofagos, donde afectan la migracion, la
actividad citolitica, la produccion de citocinas y la regulacion epigenética de la expresion
génica.

Una de las funciones de la microbiota comensal es proporcionar energia a las células
epiteliales intestinales (CEI), a través de la fermentacion de las fibras dietéticas por
degradacion de los carbohidratos complejos no digeridos en AGCC. En ausencia de la
microbiota y los AGCC asociados, los ratones libres de gérmenes presentan un
metabolismo energético alterado caracterizado por la fermentacion preferencial de la
glucosa en lactato (74), conduciendo a una mayor autofagia de las CEI como
consecuencia de la inanicion de nutrientes (75,76). La monoinoculacion de ratones libres
de gérmenes con Butyrivibrio fibrisolvens, productor de butirato, rescaté a las CEI de la
autofagia y de la insuficiencia de la respiracion mitocondrial (75).

Los mecanismos moleculares por los cuales los AGCC, como el butirato, sirven como
fuentes de energia y moduladores funcionales consecuentes de las células epiteliales
intestinales y las células inmunes se estan comenzando a descubrir.

El butirato actia como un sustrato local para la produccion de energia a través del ciclo
del 4cido tricarboxilico, la generacion de ATP y la B-oxidacidn, asi como a través de la
supresion de la autofagia en las células epiteliales intestinales (75).

Ademéas de su efecto proliferativo en los enterocitos sanos, el butirato también inhibe la
proliferacion de células cancerosas. El efecto antineoplasico del butirato esta asociado
con su efecto inhibidor sobre las enzimas histona deacetilasa (HDAC), promovedoras de
la carcinogénesis. Debido al cambio metabdlico de las células cancerosas hacia la
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glucolisis, el butirato no utilizado se acumula e inhibe las HDAC favorecedoras de la
carcinogénesis (77). Los inhibidores de HDAC pueden inhibir directamente la
proliferacion de células tumorales al inducir la detencién del ciclo celular y la apoptosis
a través de efectos epigenéticos sobre la expresion genética e interferir con la quimiotaxis
de las células T en el microambiente del tumor. Muchos estudios han observado que las
HDAC son inhibidas por los AGCC, principalmente propionato y butirato, lo que conlleva
la supresion de las respuestas inflamatorias en células inmunitarias y el desarrollo tumoral
(78).

Otro mecanismo clave por el cual los metabolitos modulados por el microbioma
intestinal influyen en la respuesta inmunitaria implica la regulacion de la programacion
transcripcional de las células inmunitarias a través del impacto epigenético.

Un ejemplo seria la transcripcion de genes relacionados con la mucina por el butirato,
contribuyendo asi a la diferenciacion de las células caliciformes y a la produccion de
moco (79,80), esenciales en la defensa inmunitaria innata del huésped contra los
patogenos invasores. Figura 10 (81).
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Figura 10. Resumen de las diferentes funciones de los AGCC en las células epiteliales
intestinales y las células inmunes periféricas y residentes en los tejidos del intestino.

Los AGCC son moduladores centrales de la respuesta inmune de las mucosas. Se producen por la
fermentacion de bacterias comensales en el intestino y pueden difundir pasivamente o ser
transportados activamente por MCT-1 o SMCT-1 a través de la barrera intestinal. Actlian como
fuente de energia para las células epiteliales intestinales, contribuyen a mantener la funcion de la
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barrera intestinal al regular positivamente la expresion de Claudin-1, estimulan la secrecion de
moco e inducen la polarizacion de los macrofagos M2 con un aumento de la fagocitosis de LC3
para proteger contra los patdgenos invasores. Sus efectos sobre las células inmunes periféricas
incluyen la estimulacion de la diferenciacion de Treg, el aumento de la migracion de neutrdfilos
a los sitios de inflamacion, la induccion del cambio de clase de anticuerpos de las células B y la
secrecion de anticuerpos contra toxinas.

Ademas, la actividad inhibidora de las HDAC del butirato induce cambios en la expresion
génica en las células dendriticas, incluida la supresion de IL-12, IL-6 y Relb,
contribuyendo a la diferenciacion de las células Treg (82).

El butirato también modula la respuesta inmunitaria en los macréfagos, ya que inhibe la
transcripcion de mediadores proinflamatorios en los macrofagos de la lamina propia del
colon, como IL-6, Nos2 e IL-12, contribuyendo al mantenimiento de la tolerancia hacia
las bacterias comensales.

Ademas de sus posibles efectos sobre el metabolismo celular, se ha demostrado que el
butirato también influye en las células Treg periféricas a través de una mayor acetilacion
de la histona H3 de la region promotora Foxp3, asociada con la expresion génica (83), y
suprime indirectamente la inflamacién colénica a través de la regulacion de la
diferenciacion de las células Treg mediada por el receptor GPR109A (84).

Ademas de ser el receptor del butirato, GPR109A también es el receptor del acido
nicotinico de origen microbiano (NA o niacina). El butirato y el NA de origen microbiano
interactuian con GPRI09A en las células epiteliales, los macréfagos y las células
dendriticas y desencadenan la secrecion de IL-18 de las células epiteliales y de IL-10 de
las células dendriticas y los macrofagos, lo que conduce a una supresion adicional de la
inflamacion, ya que la IL-10 favorece el desarrollo de células Treg a partir de células
CD4+.

La actividad supresora epigenética de los AGCC puede ser transferible verticalmente a la
descendencia, ya que la alimentacion rica en fibra de ratones hembra embarazadas
suprimio la expresion de genes relacionados con la respuesta de las vias respiratorias en
el pulmon fetal (85).

También se ha sugerido que los AGCC pueden influir en la funcién de los leucocitos y la
quimiotaxis de los neutrofilos (86), a través de la inhibicion de la actividad de HDAC que
conduce a la inactivacion de NF-kB y la supresion de las citocinas proinflamatorias y el
oxido nitrico.

Se ha sefialado la posible contribucion de la microbiota intestinal tanto en la respuesta
como en la toxicidad del tratamiento con ICI (87).

Evidencia emergente sugiere que la disbiosis de la microbiota intestinal puede influir en
la eficacia de los farmacos en pacientes con CCR durante el tratamiento del céncer al
modular el metabolismo farmacolédgico y la respuesta inmune del huésped. Dado que el
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ecosistema intestinal mantiene un didlogo continuo con el sistema inmunologico, podria
limitar la eficacia de los ICI debido al consumo competitivo de recursos (88).

Investigaciones recientes se han centrado en el estudio de los metabolitos microbianos,
principalmente los AGCC, ya que pueden inducir directamente la apoptosis celular (89—
91); sin embargo, ain no se han establecido valores normales para los AGCC, y s6lo se
han explorado las diferencias entre pacientes y controles o entre respondedores y no
respondedores a ICI (92).

Se han realizado varios estudios en pacientes con CCR tratados con quimioradioterapia
neoadyuvante. Los pacientes que respondieron al tratamiento (R), presentaban una mayor
diversidad en su microbiota intestinal, asi como un enriquecimiento en bacterias
productoras de butirato, con niveles significativamente mas altos de acidos acético,
butirico, isobutirico y hexanoico que los pacientes no respondedores (NR). Ademas, se
observaron niveles mas altos de zonulina en los NR y su microbiota contenia una mayor
abundancia de especies proinflamatorias (93).

Otro estudio describi6 que los pacientes NR tenian niveles significativamente mas altos
de algunos derivados acetilados de poliaminas y zonulina sérica y niveles
significativamente mas bajos de heces de acidos acético, butirico, isobutirico y hexanoico
que los pacientes R. Estos metabolitos derivados de microorganismos son factores
importantes que conectan la microbiota intestinal con el CCR y podrian ser responsables
de la eficiencia del tratamiento oncoldgico.

Estos resultados sugieren que la microbiota intestinal y los AGCC pueden tener un papel
importante en la respuesta a las terapias contra el cancer.

1.8 Permeabilidad de la barrera intestinal

La microbiota intestinal y pulmonar estdn relacionadas gracias a un complejo eje
bidireccional a través de la circulacion sanguinea y linfatica, lo que podria explicar el
motivo por el que los cambios en un compartimento mucoso pueden afectar a otro distante
(94).

La mucosa intestinal estd formada por una capa de células epiteliales columnares
polarizadas junto a una region subepitelial que contiene la lamina propia, el sistema
nervioso entérico, el tejido conectivo y las capas musculares. Sobre las células
columnares se encuentra la capa de moco. El moco normal estd compuesto en un 98%
por agua, siendo el resto proteinas glicosiladas (mucinas) y glicolipidos. En el colon, el
moco tiene una capa externa, densamente colonizada por bacterias, hongos, virus y capaz
de retener toxinas y alérgenos, y una capa interna mayoritariamente estéril donde estan
presentes inmunoglobulinas (principalmente IgA secretoras) y defensinas como la
lisozima. La capa interna de moco es densa y estd adherida a un espesor de ~50 um y la
capa externa estd suelta y no estd adherida y tiene un espesor de aproximadamente 100
um. El intestino delgado tiene una sola capa de moco, que es mucho mas delgada que la
capa de moco del intestino grueso. La ldmina propia incluye un tejido linfoide difuso
constituido por macréfagos, cé€lulas dendriticas, células plasmaticas, linfocitos de la
lamina propia, MC, eosinofilos y, ocasionalmente, neutrofilos.
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La permeabilidad de las barreras epiteliales, como las del tracto intestinal y respiratorio,
estd estrechamente relacionada con el contenido luminal y la interacciéon con la
microbiota. La permeabilidad depende del complejo de unién entre los enterocitos
intestinales, que incluye proteinas de union estrecha que son las reguladoras del transporte
de iones y agua entre la luz intestinal y el torrente sanguineo. Generalmente, se determina
midiendo los niveles plasmaticos de citrulina, zonulina y endotoxinas (95). El aumento
de la permeabilidad intestinal favorece el paso de antigenos a la ldmina propia y al torrente
sanguineo, facilitando la respuesta inmunitaria inflamatoria local y sistémica, pudiendo
afectar o6rganos y tejidos distantes (96). Figura 11 (97).
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Figura 11. Anatomia de la barrera intestinal y sus componentes en condiciones normales
y deterioradas.

(A) La barrera intestinal en homeostasis, donde las células estan estrechamente unidas por uniones
intercelulares (TJ, uniones adherentes, desmosomas y uniones GAP) representadas en detalle en
(Al).

(B) Barrera intestinal alterada, con aumento del paso transcelular y paracelular del contenido del
lumen. Este aumento del transporte activa el sistema inmunolégico y el reclutamiento y
desgranulacion celular en la ldmina propia. MC y PC son capaces de modular el ENS
interactuando con neuronas SMP/MP y con EGC.

(A1) Representacion de las uniones intercelulares. Son las principales responsables de la
absorcion de nutrientes y la secrecion de agua y cloruro. Los complejos de union intercelular, que
incluyen uniones T, uniones adherentes, uniones gap y desmosomas, son estructuras dinamicas
que restringen el paso de moléculas: de 4 a 5 A en la punta de la vellosidad a mas de 20 A en la
base de la cripta en el intestino delgado. La integridad y la estructura de las células epiteliales
estdn moduladas principalmente por el citoesqueleto, principalmente por actina, miosina y
filamentos intermedios. Las células se adhieren a la membrana basal a través de
hemidesmosomas. Las uniones T se componen principalmente de CLDN, OCLN vy proteinas
JAM, que estan conectadas a través de la zonula occludens y la cingulina al citoesqueleto. Las
uniones adherentes incluyen cadherinas como la E-cadherina, que se une a las cateninas (a. y )
conectadas al citoesqueleto. Los desmosomas se componen principalmente de desmocolina y
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desmogleina, que interactian con la desmoplaquina, a su vez conectada a los filamentos
intermedios.

AlJ, Uniones adherentes; BC, Célula B; CD4, Linfocito T colaborador CD4+; CLDN, Claudina;
CM, Musculo circular; D, Desmosomas; DC, Célula dendritica; EGC, Célula glial entérica; ENS,
Sistema nervioso entérico; 1L-13, Interleucina 13; JAM, Molécula de adhesion de union; LM,
Musculo longitudinal; M0, Macrofagos tipo 0; M1, Macrofagos tipo 1; MC, Mastocitos; MM,
Muscularis mucosae; MP, Plexo mientérico; NK, Asesina natural; NT, Neutrofilo; OCLN,
Ocludina; PC, Célula plasmatica; SMP, Plexo submucoso; TJ, Uniones estrechas; TNF-a, Factor
de necrosis tumoral alfa; Treg, linfocito T regulador.

1.8.1 Citrulina y anticuerpos anticitrulina

La citrulina plasmatica es un aminoacido producido casi exclusivamente por los
enterocitos de la mucosa del intestino delgado (98). Las concentraciones plasmaticas de
citrulina sérica varian entre 20 y 60 pmol/L (litro), considerdandose como valor medio 40
umol/L. Sus concentraciones son independientes del estado nutricional y del metabolismo
hepético. Es un marcador validado de funcidn enterocitaria, de la barrera intestinal y su
permeabilidad. Su valor disminuye en condiciones que causan una reduccion de la masa
de enterocitos, como el sindrome del intestino corto o enfermedades de atrofia de las
vellosidades (99). En algunos estudios, parece que los niveles de citrulina se pueden ver
afectados por el uso de antibidticos y podrian correlacionarse con la respuesta a la
inmunoterapia (62,100), otros han demostrado una correlacion entre los niveles de
citrulina y la respuesta a ICI (100,101).

La citrulina se puede producir como resultado de una modificacién posterior a la
transduccion de la arginina en una reaccion catalizada por la peptidil-arginina desaminasa.
Esta modificacion se produce en los procesos inflamatorios y de muerte celular. En esta
situacion, la citrulina puede ser reconocida de forma aberrante por el sistema inmunitario,
desencadenando la generacion de anticuerpos anticitrulina. En algunas circunstancias,
como infecciones y uso de antibidticos en pacientes con cancer de pulmoén en tratamiento
con ICI, pueden producirse fendmenos inflamatorios y de muerte celular que provoquen
un reconocimiento aberrante de la citrulina y la generacion de anticuerpos anticitrulina.

1.8.2 Zonulina

La zonulina es una proteina reguladora de la permeabilidad de las uniones estrechas
intestinales y su Unico regulador fisiologico conocido hasta el momento. Su presencia en
el suero se ha propuesto como posible marcador periférico para la evaluacion de la
permeabilidad intestinal (102), como un mecanismo defensivo que contribuye a la
respuesta inmune innata del huésped contra los cambios en el ecosistema del microbioma
(103). La pérdida de la funcion de barrera puede, por tanto, sospecharse por una
regulacion positiva de zonulina (96,104). Es importante tener en cuenta que la deteccion
de zonulina en suero puede verse afectada por fallos técnicos y, por lo tanto, deberia
confirmarse su valor en caso de querer monitorizar la permeabilidad de la barrera epitelial
(105).
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1.8.3 Endotoxina

La endotoxina generalmente hace referencia al lipopolisacarido (LPS) que forma parte
de la membrana de las bacterias Gram negativas. Su deteccion en plasma ha sido
estudiada, ya que cuando estas bacterias son lisadas en la luz intestinal, el LPS pasa al
torrente sanguineo. Normalmente las concentraciones de esta sustancia en sangre son
bajas, pero parecen verse elevadas cuando existe una alteracion de la permeabilidad
intestinal. La fuerte antigenicidad de esta molécula suele desencadenar una respuesta
inflamatoria sistémica por medio de la activacion de los receptores de tipo “toll”,
favoreciendo una respuesta inflamatoria sistémica que puede modular la respuesta ICI.
Por estos motivos, la endotoxina se postula como posible marcador de permeabilidad que
relaciona el estado de la microbiota, con el estado inflamatorio del paciente (106,107).

La identificacion de potenciales marcadores circulantes de la integridad de la barrera
epitelial podria ser muy util para monitorizar la progresion del cancer y la eficacia del
tratamiento (100). Sin embargo, hoy en dia, ain existen muchas incognitas sobre el papel
de estos componentes, su relacion con la microbiota y con la respuesta a la inmunoterapia.

2. Hipotesis y objetivos

La inmunoterapia es un tratamiento eficaz en el CPCNP localmente avanzado y en
enfermedad metastasica. Sin embargo, aun desconocemos la mejor forma de seleccionar
a los pacientes que mas se beneficiaran de esta terapia, ya que actualmente incluso el
biomarcador con mayor utilidad clinica para los ICI, la expresion de PDL1, no resulta ser
perfecto ni efectivo.

Se plantea este estudio para la identificacion y andlisis de posibles marcadores de
respuesta y toxicidad al tratamiento con CPCNP, con determinaciones en sangre y en
heces incluyendo la microbiota intestinal, los AGCC en heces y los factores de
permeabilidad intestinal.

La microbiota humana estd presente en practicamente cualquier localizacion de nuestro
organismo y son multiples las enfermedades, entre ellas el cancer, en las que se producen
cambios significativos en la misma. La microbiota intestinal podria modular la inmunidad
del paciente con cancer y, por tanto, afectar a la eficacia del tratamiento con ICI.

En lo relativo a los AGCC en heces, cada vez es mayor la evidencia de su potencial
influencia en la eficacia y toxicidad de los ICI en el CPCNP, pudiendo algunos de ellos
como el butirato, reforzar la funcion de las células T CD8+ y aumentar la produccion de
citocinas antitumorales, favoreciendo la respuesta al tratamiento. El andlisis de estos
metabolitos podria ofrecer nuevas oportunidades para personalizar y mejorar la eficacia
del tratamiento, asi como mitigar la toxicidad asociada.

Con respecto a la permeabilidad intestinal, destaca que los niveles de citrulina en plasma
parecen correlacionarse de forma directa con la respuesta favorable a la inmunoterapia;
por contra, el tratamiento antibidtico precoz determina niveles plasmaticos mas bajos y
se correlaciona con peor respuesta a ICI. Pudiendo ser asi mismo de interés, evaluar la
presencia de los anticuerpos anti-citrulina. La zonulina y endotoxina se relacionan
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directamente con la permeabilidad de la barrera intestinal y su determinacion también
tiene interés en relacion con la actividad de los ICI.

2.1 Objetivo principal

Analizar de forma prospectiva en una cohorte de pacientes con CPCNP estadio
IIT irresecable o estadio IV, en la que todos reciben tratamiento con ICI, si la
combinacion de la composicion de la microbiota intestinal, los factores de
permeabilidad de membrana intestinal, y los AGCC en heces, pueden predecir la
eficacia y/o toxicidad del tratamiento con inmunoterapia.

2.2 Objetivos secundarios

Analizar la aparicion de toxicidad inmunorrelacionada y la respuesta al
tratamiento con ICI.

Estudiar la correlacion entre la microbiota intestinal en pacientes con cancer de
pulmoén que reciben tratamiento con ICI y su respuesta al tratamiento.

Estudiar la correlacion entre la microbiota intestinal en pacientes con cancer de
pulmon que reciben tratamiento con ICI y desarrollo de irAEs.

Analizar la presencia global de los AGCC en heces, su distribucion y relacion
con la respuesta al tratamiento con ICI.

Analizar la presencia global de los AGCC en heces, su distribucion y relacion
con el desarrollo de irAEs.

Analizar la relacion existente entre los niveles de citrulina, anticuerpos
anticitrulina, zonulina y endotoxina en sangre periférica y la respuesta al
tratamiento con ICI.

Analizar la relacion existente entre los niveles de citrulina, anticuerpos
anticitrulina, zonulina y endotoxina en sangre periférica y el desarrollo de irAEs.

3. Materiales y métodos

3.1 Diseno del estudio

Estudio prospectivo, longitudinal, no intervencionista/observacional y unicéntrico,
realizado en el Servicio de Oncologia Médica del Hospital Clinico Universitario Lozano
Blesa (HCULB), hospital de tercer nivel, en Zaragoza, Espafia.

3.2 Criterios de inclusion

Los criterios de inclusion fueron:

Diagnostico de CPNCP estadio III irresecable o IV, (tumor de novo, o tras
resistencia o recurrencia a un tratamiento diferente a un ICI).
Candidatos a tratamiento con ICI (inhibidores PD1 / PD-L1 / CTLA-4).
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- No haber sido tratados previamente con ningtn ICI.
- Firma de Consentimiento Informado para participar en este proyecto.

3.3 Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion fueron:

- Histologia distinta del CPNCP.

- Tumor concomitante de otro origen.

- Trastornos autoinmunes que contraindicaran tratamiento con ICI.

- Inmunoterapia previa para este tumor o cualquier otro motivo.

- Puntuacion de grado 2 o superior en la escala del Eastern Cooperative Oncology
Group (ECOQ).

- Pacientes en tratamiento con corticosteroides con dosis superiores a 10 mg/24 h
de prednisona o equivalente.

- Pacientes con inmunodeficiencias conocidas (incluida la infeccion por virus de
la inmunodeficiencia humana).

3.4 Variables vy estudio descriptivo

Las variables clinicas y antropométricas de los pacientes se recogieron del expediente
clinico y se almacenaron en una base de datos codificada.

3.4.1 Estudio descriptivo

Se incluyeron un total de 55 pacientes, de los cuales 39 eran hombres y 16 mujeres. 54
de raza caucasica y uno hispanoamericano.

Las edades al inicio del tratamiento con ICI se comprendian entre 45 y 83, con una
mediana de 63 afios.

Con respecto al indice de masa corporal, el 84% presentaba un IMC <30kg/m2, y el 16%
restante, >30kg/m?2.

La capacidad funcional se defini6 mediante la escala ECOG validada (108), siendo el
grado 0 capacidad normal y el grado 4 el encamamiento el 100% del dia. E1 65.5% de los
pacientes presentaba ECOG 0, y el 34.5% ECOG 1.

El 96.4% de los pacientes era fumador activo o exfumador, frente al 3.6% de nunca
fumadores.

En lo referente a la histologia, 22 pacientes fueron diagnosticados de carcinoma
escamoso, y 33 de adenocarcinoma.

El estadio del tumor se definié segun los grados establecidos por el octavo consenso TNM
para el cancer de pulmon (8). Se incluyeron 14 pacientes estadio II1, y 41 pacientes estadio
IV.
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3.4.2 Tratamiento

La pauta de tratamiento con ICI se eligio segun criterio del médico responsable del

paciente en base a las guias de practica clinica vigentes en ese momento (109—111). Tabla
3.

El seguimiento clinico se realizé cada 2-3 semanas durante la administracion del
tratamiento, segun la pauta habitual, y cada 2-3 meses una vez finalizado el tratamiento
activo.

En pacientes con estadio III localmente avanzado irresecable (N=14), el esquema de
tratamiento utilizado fue una combinacion de quimioterapia: carboplatino AUCS (area
bajo la curva) por via intravenosa y vinorelbina 60 mg/m? dias 1 y 8 via oral, durante 4
ciclos, administrandose los dos ultimos de forma concomitante con tratamiento de
radioterapia a dosis de 54 a 66 Gy (Gray). Posteriormente como tratamiento de
consolidacion en aquellos en los que se habia obtenido respuesta o estabilizacion de la
enfermedad (N=14) se administré durvalumab por via intravenosa a una dosis de 10
mg/kg de peso corporal, cada 2 semanas, durante un maximo de 12 meses (36).

Los pacientes con CPCNP avanzado no tratado previamente, con expresion de PD-L1 en
al menos el 50% de las células tumorales y sin mutacion sensibilizante del EGFR o
translocacion de ALK, (N=18) recibieron pembrolizumab en una dosis fija de 200 mg por
via intravenosa cada 3 semanas como primera linea de tratamiento (37). También se
empleo en 3 pacientes en tratamiento de segunda linea.

El tratamiento con nivolumab (N=2), administrado en una dosis de 3 mg/kg de peso cada
2 semanas por via intravenosa, se utilizé en pacientes con CPCNP escamoso avanzado

que hubieran presentado progresion de la enfermedad con quimioterapia de primera linea
(112).

El tratamiento con atezolizumab (N=18) se administrd a una dosis de 1.200 mg por via
intravenosa cada 3 semanas, en pacientes que habian recibido uno o dos regimenes de

quimioterapia citotdxica previos (una o mas terapias combinadas basadas en platino) para
el CPCNP avanzado (113).

Tabla 3. Tipo de ICI administrado.

n %
Anti PD-1 Nivolumab 2 3,6
Anti PD-1 Pembrolizumab 21 38,2
Anti PD-L1 Atezolizumab 18 32,7
Anti PD-L1 Durvalumab 14 25,5
Total 55 100,0

La respuesta tumoral se estableci6 de acuerdo con los criterios de Evaluacion de
Respuesta en Tumores Solidos (RECIST) (v.1.1) (114). Se objetivé respuesta de la
enfermedad en 35 pacientes, Tabla 4, (10 respuesta completa, 13 respuesta parcial, 12
enfermedad estable). 15 progresaron en el primer control, y 5 no pudieron llegar a ser
evaluados radioldgicamente.
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Tabla 4. Mejor respuesta al tratamiento con ICI.

n %
RC 10 18,2
RP 13 23,6
EE 12 21,8
PR 15 27,3
No Evaluable 5 9,1
Total 55 100,0

343 PD-LI

La determinacion de PD-L1 se llevo a cabo mediante tincion inmunohistoquimica
(IHQ), por parte del servicio de Anatomia Patoldgica, clasificando a los pacientes en
diferentes subgrupos: sin expresion o negativo (<1%), baja expresion (1-49%) o alta
expresion (>50%).

En las guias actuales para la determinacion del biomarcador PD-L1 recomiendan las
condiciones preanaliticas habituales de las pruebas IHQ. La expresion de PD-L1 se evalua
determinando el porcentaje de células tumorales con tincion parcial o total de la
membrana de cualquier intensidad.

3.4.4 Toxicidad inmunorrelacionada

Se objetivo el desarrollo de toxicidad inmunorrelacionada en 25 de los pacientes (en
algunos casos, a nivel de varios sistemas). Tabla 5.

Tabla 5. Toxicidad inmunorrelacionada y grado de severidad.

Toxicidad N (Si) 1 2 3 4 % global
Reaccion infusional 1 1 2,7%
Endocrina 5 2 3 13,9%
Neumonitis 6 1 4 1 16,7%
Colitis 2 2 5,5%
Hepatica 3 1 1 1 8,3%
Renal 4 1 1 2 11,1%
Neurologica 1 1 2,7%
Musculo Esquelética 5 2 1 2 13,9%
Cutaneas 6 3 2 1 16,7%
Cardiovascular 1 1 2,7%
Ocular 1 1 2,7%
Otras 1 1 2, 7%
Total 36 12 15 8 1 100%

35



3.4.5 Muestras de heces

Cada paciente proporciond muestras basales de heces previo a iniciar el tratamiento
con ICI. Las muestras fueron recogidas y gestionadas por el Biobanco del Sistema
Aragonés de Salud (integrado en la Red Nacional de Biobancos (PT20/00112)), al que se
solicitaron las alicuotas necesarias para la realizacion del presente proyecto. Se
procesaron segin procedimientos operativos estandar con la correspondiente aprobacion
del Consejo de Etica y Comités Cientificos.

3.4.5.1 Caracterizacion de la microbiota intestinal

Las muestras de heces se descongelaron a -20 °C durante 24 horas (h) y luego a 4 °C
durante otras 24 h. Las muestras se suspendieron en 500 puL de agua MiliQ y la extraccion
de ADN se realizo con el kit de extraccion QIAamp (Quiagen, Hilden, Alemania).

Se suspendieron 0,3-0,5g en 1 mL de agua MiliQ. Se centrifugo6 a 1.000 rpm (revoluciones
por minuto) durante 5 min y se realizd una transferencia de 200 pL de sobrenadante a
tubos eppendorf. Se afiadieron 100 pL. de BT1 y 20 pL de proteinasa K (20 mg/ml).
Posteriormente se realiz6é un bafio a 56°C durante 45 minutos (min) para la disolucion
completa. Se afiadieron 200 uL de tampdn, se homogeneizo y se llevo a un bafio de 70°C
durante 10 min. Adicién de 200 pL de etanol 100%, se vorted y centrifugd 3 min a 8.000
rpm. El volumen se transfirié a una columna de extraccidon y se centrifugdé 1 min a 8.000
rpm. Se desecho el tubo de recogida, se afiadi6 el reactivo de lavado y nuevamente se
centrifugd 1 min a 8.000 rpm. Se desech6 nuevamente el tubo de recogida y se llevo la
columna de extraccion con filtro. Se afiadi6 reactivo de lavado de nuevo y se centrifugd
3 min a 13.000 rpm. Se desecho el tubo de recogida y se llevd la columna de extraccion
a tubos eppendorf. Se afiadieron 50 pL de agua MiliQ y se centrifugd 1 min a 13.000 rpm
y, posteriormente, se afiadieron 30 pL para acabar de eluir el volumen y desechar el filtro.
El ADN bacteriano se conservo en tubos eppendorf a 4°C hasta el momento de su
utilizacion. Se determind la concentracion y la calidad de la extraccion de ADN mediante

Qubit.

La secuenciacién masiva de amplicones de las regiones variables V3 y V4 del 16S ADNr
se llevo a cabo utilizando la tecnologia de extremo emparejado Mi-Seq 2 x 300 pb
(Illumina, Inc., San Diego, CA, EE. UU.), en la Unidad Central de Soporte de Genomica
Traslacional en el Instituto de Investigaciones Sanitarias Ramon y Cajal.

Los cebadores empleados para la amplificacion fueron:
e (Cebador directo F341:

5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG+CCTACGGGNGGCWGCA
G

e (Cebador inverso R805:

5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA+GGACTACHVGGGTATCT
AATCC

Se eliminaron las secuencias de baja calidad o pequefio tamafio y se localizaron y
contaron las variantes de secuencia de amplicones (ASV) representativas. Cada ASV fue
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asignado taxondmicamente a un grupo taxondémico cuya correlacion maxima era el nivel
de género (a menudo, varios ASV fueron asignados al mismo grupo o permanecieron sin
asignar y tuvieron que ser eliminados). Se emple6 un clasificador de secuencia SILVA
138 para la asignacion taxondémica. Finalmente, se generaron tablas de recuento de
ASV/taxones por muestra biologica y arboles filogenéticos.

Posteriormente, se realizo el calculo de indices de diversidad:

- Alfa diversidad: (cuantas especies y en qué proporcion) es la diversidad intrinseca a la
muestra. No tiene en cuenta las especies en si, sino el porcentaje de cada diferente especie
(proporciona el numero de especies diferentes y el % de abundancia relativa).

e Parametro Shannon: parametro de alfa diversidad que tiene en cuenta el
numero de ASVs presentes en la muestra y la abundancia relativa de las
mismas.

e Pardmetro Faith-pd: parametro de similitud (igualdad) teniendo en cuenta
la distancia filogenética entre los diferentes ASVs. Es una medida de la
alfa diversidad que tiene en cuenta la relacion filogenética. Estudia la
minima distancia de ramas del arbol que contiene el 100% de las ASVs. A
menos valor, menos diversidad.

- Beta-diversidad: compara diferentes muestras basandose en el nimero de especies y la
abundancia relativa de las mismas.

e Unifrac weighted: tiene en cuenta la abundancia relativa de las diferentes
especies en cada una de las muestras, incluyendo si los clados son los
mismos o no en las diferentes muestras. Da mas peso a los clados mas
abundantes. Al ser beta diversidad, compara las muestras entre si.

e Unifrac unweighted: no tiene en cuenta la abundancia relativa de las
especies, sino la presencia o ausencia de estas. Va a dar més peso a los
clados poco frecuentes, porque en aquellas muestras/grupos en las que los
haya, el valor de la diversidad aumenta.

- Abundancia diferencial de especies: Los pardmetros estadisticos no tienen en cuenta la
asignacion taxonomica, solo a nivel de ASVs. Para calcular la abundancia diferencial se
requiere el uso de herramientas como LefSe, que si tienen en cuenta el nombre de las
bacterias.

e LEfSe (Linear discriminant analysis Effect Size): determina las
caracteristicas (organismos, clados, unidades taxonomicas operativas,
genes o funciones) que tienen mds probabilidades de explicar las
diferencias entre clases, al combinar pruebas estdndar de significancia
estadistica con pruebas adicionales que codifican la consistencia bioldgica
y la relevancia del efecto.

Se acoplaron también pruebas estdndar de significacién estadistica para evaluar la
consistencia bioldgica y la relevancia del efecto observado (115).
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El analisis bioinformatico del procesamiento de las muestras y la asignacion taxondmica
derivada de la secuenciacion de amplicones del 16S ADNr se realizd mediante el software
QIIME2, version 2021.11.

3.4.5.2AGCC

Se procesaron las alicuotas de heces como se describid anteriormente (116). Se
extrajeron al menos 30 mg de heces con 293,75 uL de etanol y se agregé 6,25 puL de acido
butirico deuterado D7 4 g/L como mezcla IS (CF 25 pg/muestra). Después de agitar
vigorosamente, las muestras se centrifugaron durante 10 min a 13.000 rpm. El
sobrenadante se transfirio a un tubo eppendorf nuevo con 5 pL de hidréxido de sodio 0,8
M recién preparado. Los disolventes se evaporaron utilizando una centrifuga de vacio
durante 3 h (Thermo Fisher SpeedVac™SPDI121P, Dreieich, Alemania). Las sales
residuales se redisolvieron en 50 puL de alcohol etilico y se acidificaron con 10 pL de
acido succinico 0,6 M inmediatamente previo a la realizacion del analisis.

El anélisis por cromatografia de gases-espectroscopia de masas (GC-MS) se realizo
utilizando un cromatografo de gases TRACE 1600/1610/detector selectivo de masas
ISQ7610 (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Alemania), equipado con una columna para
GC TG-WaxMS A (15 m x 0,32 mm. x 0,25 um, Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Alemania). La temperatura del inyector, la linea de transferencia de GC-MS y la fuente
de iones se configuraron en 200 °C, 215 °C y 250 °C, respectivamente.

El caudal del gas portador helio comenzd inicialmente a 2,5 ml/min, se mantuvo durante
2 min y luego se aumentd a una velocidad de 1 ml/min a 5 ml/min, donde se mantuvo
durante 1 min. Posteriormente se introdujo 1 pL de la muestra mediante inyeccion
splitless. La temperatura inicial de la columna se fijo en 55 °C y se mantuvo durante 1
min, luego se elevd a 105 °C a una velocidad de 8 °C/min, donde se mantuvo durante 2
min. Por altimo, la temperatura de la columna se elevé a 190 °C a una velocidad de 30
°C/min y se mantuvo a esta temperatura durante 1 min. Se afiadié un paso extra para
eliminar posibles restos: se elevo la temperatura a 210 °C a una velocidad de 20 °C/min y
se mantuvo a esta temperatura durante 3 min.

La ionizacidn se realizo en modo de impacto electronico a 70 eV. Inicialmente, los datos
de MS se adquirieron en modo de exploracion completa con una relacion masa-carga
(m/z) de 40 a 130 y con un tiempo de exploracion de 0,2 s. Los AGCC se detectaron entre
el min4,7 yel 12,5.

Los compuestos se identificaron comparando los espectros de MS obtenidos con la base
de datos del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia y se confirmaron
comparandolos con los tiempos de retencion de los estindares puros. Se opero el
instrumento y los datos se adquirieron y analizaron utilizando el software Chromeleon 7.

Cada paciente también proporcioné muestras basales de sangre al Biobanco del
Sistema Aragonés de Salud previo al inicio del tratamiento con ICI.
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La sangre se recogié en tubos de heparina sédica y se centrifugd durante 10 min a
temperatura ambiente a 2.600 rpm. De este modo se separ6 la fraccion celular del plasma,
que se extrajo con un sedimento celular y se almacen6 a -80 °C para su uso posterior.

3.4.6.1 Citrulina

La cuantificacién de citrulina se realizd mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) en el Instituto de Carboquimica de Zaragoza (ICB-CSIC). Figura 12.

Preparacién de la recta de calibrado: se prepararon diferentes concentraciones de L-
Citrulina, L-Asparagina y L-Arginina (estas dos ultimas por la relaciéon con el
metabolismo de la citrulina).

Se prepard una concentracion 2,5 mM utilizando 50 ml de agua desionizada y 21,9 mg
de L-Citrulina, 16,5 mg de L-Asparagina y 21,75 mg de L-Arginina. Posteriormente se
realiz6 la dilucion de la concentracion a 0,25 mM. A partir de este vial, se prepararon
varias diluciones utilizando agua desionizada y cloruro de hidrogeno (para facilitar la
lectura de los resultados), obteniendo distintas concentraciones entre 0,5 uM y 100 pM.
Después, la derivatizacion de todos los viales, afiadiendo una preparacion reconstituida
de Accq-flior para el andlisis ulterior de las muestras mediante deteccion por
fluorescencia.

Figura 12. Viales con concentraciones entre 0.5uM y 100uM de los patrones utilizados
para el calculo de la recta de calibrado (izquierda). Vista general de un HPLC (derecha).

Preparacion del HPLC para el procesamiento de las muestras: Se equilibrd y acondiciond
la columna utilizando la fase mévil y el gradiente a usar durante el analisis. Se determin6
el volumen de inyeccion que el HPLC tomaria de cada uno de los viales preparados con
anterioridad. Se paut6 el tiempo de gradiente (tiempo que tarda en pasar la muestra a
analizar por la columna del HPLC) y el método de gradiente (modo de paso de la muestra
a analizar por la columna). Se establecid una temperatura de columna de 37°C,
temperatura de carrusel de 10°C y un flujo de paso por la columna de 1 ml/min. Volumen
de inyeccion de los viales de 5 puL que, junto al agua desionizada, la fase movil y el
acetonitrilo, pasan por la columna de analisis (estas 3 Gltimas sustancias favorecen el paso
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de la preparacion a través de la columna). Establecida la secuencia de pinchazo e
introducidas las preparaciones en el carrusel, los viales fueron analizados por el HPLC en
un periodo aproximado de 60 min por cada vial introducido. Figura 13.
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Figura 13. Vista general de una columna de analisis de un HPLC (izquierda) y del
detector de fluorescencia asociado a esta (derecha).

Desde los carruseles o ruedas portaviales en los que se introducen las preparaciones, se
toman distintas cantidades que, junto al agua desionizada, fase movil y el acetonitrilo,
pasan a lo largo de la columna de anélisis. Las moléculas se quedan mas o menos retenidas
en la columna segin sus propiedades quimicas. Conforme se produce la salida de la
columna de las distintas moléculas, el HPLC cuantifica cada compuesto mediante un
detector de fluorescencia: a mayor cantidad de una sustancia, mayor nivel de
fluorescencia y viceversa. Posteriormente estas mediciones se analizaron mediante un
programa informatico, permitiendo la consulta y lectura de los resultados.

La determinacion de citrulina se realizé en el suero obtenido tras la centrifugacion del
plasma de los pacientes. Una vez descongelado el suero, se precipitan las proteinas
contenidas en estos mediante la adicion de 50 pL de HCI 0,6 molar a 50 pL de suero. Se
introducen las muestras en la centrifugadora a 11.400 rpm durante 5 min para separar las
proteinas precipitadas, del suero en el que quedan contenidas las fracciones libres de
Citrulina, Arginina y Asparagina. Esta tltima parte es la que se analiza en el HPLC. Se
toman 20 pl del sobrenadante, y se derivatiza con Accq-flior en un vial vacio para
permitir que la muestra se pueda detectar posteriormente mediante fluorescencia.

Se introducen los valores de tiempo de gradiente, método de gradiente y volumenes de
inyeccion a tomar de cada uno de los viales preparados con los sueros de los pacientes;
estos valores son coincidentes con los citados con anterioridad.

Finalmente se introducen los viales en el carrusel y se establece la secuencia de pinchado.
Tras el procesamiento de las muestras por el HPLC se volcaran los resultados y se
interpolan los valores de citrulina, arginina y asparagina en la recta de calibrado,
obteniendo asi las concentraciones de dichos analitos en el suero de los pacientes.
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Una vez completado el andlisis de las muestras, los resultados se representan
informaticamente de dos maneras:

- Cromatograma: las distintas sustancias detectadas por el HPLC se corresponden
aun pico de la gréfica. La altura serd mayor o menor dependiendo de la cantidad
de sustancia que haya en la muestra. Figura 14.

Figura 14. Ejemplo de grafica de representacion de resultados obtenidos mediante
HPLC.

- Rectas de calibrado: permiten interpolar el area de cada pico correspondiente a
cada analito, cuantificando cada una de las sustancias presentes en las muestras.
Figura 15.
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Figura 15. Ejemplo de recta estandar de Citrulina calculada con los procedimientos
anteriormente mencionados.

Una vez obtenidos estos resultados, se genera una grafica con los picos de sustancias
correspondientes a las muestras de los pacientes. Figura 16,
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Figura 16. Resultado grafico del analisis de una muestra de suero en HPLC, para la
evaluacion de los niveles de Asparagina, Arginina y Citrulina.

3.4.6.2 Anticuerpos anticitrulina

Los anticuerpos anticitrulina (también conocidos como anti-péptido ciclico
citrulinado o CCP3G) se analizaron mediante técnicas de inmunoensayo por
quimioluminiscencia estandarizadas, utilizando el sistema Optico BIO-FLASH (Biokit,
Barcelona, Espafia) en el laboratorio de Inmunologia del HCULB, Zaragoza.

Los agentes reactivos necesarios para la tecnologia de inmunoensayo por
quimioluminiscencia son:

- Microparticulas paramagnéticas recubiertas de una molécula de captura
(antigeno, anticuerpo o virus) especifica para el analito que se desea medir. En
este caso, el analito es el CCP3G. Reactivo QUANTA Flash CCP3 IgG.

- Conjugado marcado con un derivado del isoluminol, “ABEI activado” (ONS-
HS-N-(4-aminobutil)-N-etil-isoluminol).
- Un oxidante y un catalizador, contenidos en las soluciones trigger 1 y 2.

Para el estudio del analito CCP3G, el limite de deteccion (valor mas bajo de la magnitud
en una muestra para el cual existe una razonable certeza (95%) de que el valor estimado
de una medicion sera diferenciado del valor cero) fue 4,6. El limite de cuantificacion
maximo (valor a partir del cual se establece error sisteméatico por desviacion de la recta de
calibracion) fue de 2776,8. Estableciendo por tanto un rango de trabajo (intervalo de
valores de una magnitud en el que el procedimiento de medida se aplica sin
modificaciones) de 4,6-2776,8. Tabla 6.

Tabla 6. Especificaciones técnicas del método.

Analito LD LOM RT
CCP3G 4.6 2776.8 4.6 -2776.8

LD, Limite de deteccion: valor mas bajo de la magnitud en una muestra para el cual existe una
razonable certeza (95%) de que el valor estimado de una medicion sera diferenciado del valor cero.
LQM, Limite de cuantificacion maximo: también llamado limite de dilucion, valor a partir del cual
se establece error sistematico por desviacion de la recta de calibracion.

RT, Rango de trabajo: intervalo de valores de una magnitud en el que el procedimiento de medida
se aplica sin modificaciones.

Secuencia de reaccién: Las microparticulas paramagnéticas recubiertas con la molécula
de captura se mezclan con la muestra. Durante la incubacion, el analito presente en la
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muestra se une a las moléculas de captura que recubren la microparticula formando el
complejo inmune. Después de la incubacion, un iman atrae a las microparticulas
paramagnéticas (unidas a un analito especifico) hacia la pared interna de la cubeta de
reaccion. Posteriormente la mezcla de reaccion sufre un proceso de lavado para eliminar
los materiales no unidos. El conjugado quimioluminiscente marcado con “ABEI
activado” se une al inmunocomplejo completando la mezcla de la reaccion. Después de
la incubacion, dicha mezcla sufre un proceso de lavado para eliminar el conjugado no
unido. El conjugado de “ABEI activado” desencadena la reaccion quimioluminiscente
cuando se afiaden a la cubeta los reactivos “iniciadores” contenidos en las soluciones
trigger 1 y 2 [un oxidante (perdxido de urea) y un catalizador (una molécula de porfirina
con un atomo de hierro en medio alcalino)]. La reaccion quimioluminiscente es
instantanea, emitiéndose un destello de luz que dura menos de 10 segundos (s). La luz
generada por la reaccion se mide como unidades relativas de luz mediante el sistema
optico del BIO-FLASH. Figura 17. Esta medicion se convierte en un valor de
concentracion para los ensayos cuantitativos y en un resultado cualitativo para los ensayos
de punto de corte.

Figura 17. Carrusel de reactivos del instrumento BIO-FLASH.

3.4.6.3 Zonulina

Para la determinacion cuantitativa de zonulina humana en plasma, se utilizo el
Human Zonulin ELISA kit, (Cusabio, nimero de catdlogo CSB-EQ027649HU).

Este kit emplea la técnica de inmunoensayo enzimatico cuantitativo tipo sandwich. Se
recubre previamente una microplaca con anticuerpo especifico para zonulina. Los
estandares y las muestras se pipetean en los pocillos y la zonulina presente se une al
anticuerpo inmovilizado. Tras eliminar las sustancias no unidas, se afiade a los pocillos
un anticuerpo conjugado con biotina especifico para la zonulina. Después del lavado, se
afnade a los pocillos peroxidasa de rabano picante conjugada con avidina. Después de un
lavado para eliminar cualquier reactivo de enzima avidina no unido, se agrega una
solucion de sustrato a los pocillos y el color se desarrolla en proporcion a la cantidad de
zonulina unida en el paso inicial. Se detiene el desarrollo del color y se mide la intensidad
del color.

Rango de deteccion: 0,625 ng/mL-40 ng/mL. La cifra minima detectable de zonulina
humana suele ser inferior a 0,156 ng/mL.
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Este andlisis tiene una alta sensibilidad y excelente especificidad para la deteccion de
zonulina humana. No se observo reactividad cruzada significativa ni interferencia entre
la zonulina humana y sus analogos.

Se descongelaron las muestras, previamente almacenadas entre 2-8°C durante un maximo
de 5 dias. Se utilizé un tubo separador de suero y se deja que las muestras coagulen
durante dos h a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifuga durante 15 min a
2.800 rpm. Se retira el suero y se analiza inmediatamente.

Procedimiento para el analisis: Se agregan 100 pL de estdndar y muestra por pocillo y se
incuba durante 2 h a 37°C. Retirada del liquido de cada pocillo, sin lavar. Se agregan 100
ul de anticuerpo biotina (1x) a cada pocillo y se incuba durante 1 h a 37°C. Se aspira cada
pocillo y lava, repitiendo el proceso dos veces para un total de tres lavados. Se agregan
100 ul de HRP-avidina (1x) a cada pocillo y se incuba durante 1 h a 37°C. Se repite el
proceso de aspiracion/lavado 5 veces. Se agregan 90 ul de sustrato TMB a cada pocillo y
se incuba durante 15-30 min a 37°C. Protegiendo en todo momento de la luz. Se agregan
50 ul de solucién de parada a cada pocillo. Por ultimo, se determina la densidad optica de
cada pocillo en 5 min, utilizando el lector de microplacas configurado a 450 nm.

Para el calculo de resultados se utilizé el software profesional "Curve Expert" mediante
la realizacion una curva estandar mediante un ajuste polinomial.

3.4.6.4 Endotoxina

Para la determinacion cuantitativa de las concentraciones de endotoxina en plasma
se utilizo el kit de ensayo de endotoxinas LAL cromogénica ToxinSensor™ (GenScript
USA Inc., Piscataway, Nueva Jersey, EE. UU.). Figura 18.

Preparacién de reactivos:

- Lyophilized Ambocyte Lysate (LAL): 1.7mL LAL reagent water. Se mezcla con
sustrato cromogénico girando 30 s.

- Estabilizador de color #1: Se afladen 2mL de 4cido clorhidrico concentrado a
50mL de LAL reagent water, para obtener una concentracion final de 0,46 M
HCL

- Estabilizador de color #2, #3: afiadiendo 10 mL LAL reagent water en cada uno.

- Solucion estandar endotoxinas: 2 mL LAL reagent water. Girar durante 15 min.
Diluciones seriadas a 1,0, 0,5, 0,25 y 0,1 EU/mL.

Procedimiento: Se emplean 100 ul de estabilizador, muestra y LAL reagent water (control
blanco). Se gira la muestra 30 s. Se afiaden 100 pl de LAL reconstituido a cada vial y un
blanco con LAL reconstituido a un vial vacio. Se tapan y mezclan girando suavemente.
Incubacion a 37°C en aire saturado de humedad y 5% didxido de carbono durante 35 min.
Se afiaden 100 pL de sustrato cromogénico reconstituido y se mezcla girando sin agitar
ni invertir. Incubacién a 37°C durante 6 min. Se afaden 500 pL de solucion de stop
reconstituida, 500 pL de estabilizador de color #2 y #3, y se mezcla girando 3 s. Se pasan
200 pL de cada vial a placa de 96 pocillos. Se empled agua destilada como control de
absorbancia 0. Lectura de absorbancia a 545nm. Imagen 7.
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La absorbancia en condiciones estandar muestra una relacion lineal con la concentracion.

Standards  Samples Blank

Standards (mL) 0.1 - -
Samples (mL) - 0.1 -
LAL Reagent Water (mL) - - 0.1
LAL (mL) 0.1 0.1 0.1
Mix well and incubate at 37 + 1.0°C T1orT2 T1orT2 TlorT2
Substrate solution (mL) 0.1 0.1 0.1
Mix well and incubate at 37 + 1.0°C (min) 6 6 6
Stop Solution (mL) 0.5 0.5 0.5
Color-stabilizer #2 (mL) 0.5 0.5 0.5
Color-stabilizer #3 (mL) 0.5 0.5 0.5

Mix well and read the absorbance at 545 nm

Figura 18. Tabla resumen del procedimiento de deteccion cuantitativa de Endotoxina.

3.5 Analisis estadistico

Los analisis descriptivos (variables clinico-patologicas y tratamiento) y de
supervivencia (curvas de Kaplan-Meier, modelos de regresion de Cox y correlacion de
Pearson o Spearman) se realizaron mediante el software Prism 10 y Orange 3,
considerandose estadisticamente significativo un valor de probabilidad (p) < 0,05.

Para el célculo de la muestra se definié un tamafo muestral de 50 pacientes mas un 10%
(5 pacientes) por las posibles pérdidas con un total 55 pacientes, reclutados de forma
prospectiva desde la consulta de cancer de pulmon del Servicio de Oncologia Médica del
HCULB, durante la practica clinica asistencial, candidatos a recibir tratamiento con ICI.
Periodo de reclutamiento entre abril 2019 y octubre 2020.

El célculo muestral considerado obedece a criterios exploratorios de busqueda de sefiales
iniciales de evidencia cientifica ante la escasez de informacion disponible.

3.6 Comité Etico

Este estudio fue evaluado y aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica
de Aragon (CEICA) con codigo (C.I. P119/052). Todos los pacientes incluidos dieron su
consentimiento informado previo a su inclusién en el estudio.
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4. Resultados

4.1 Caracteristicas basales

Todos los pacientes (N=55) eran de raza caucasica, 39 (71%) eran varones, y 16

(29%) mujeres. Tabla 7.

Solo 8 (15%) eran menores de 75 afios, frente a los 47 restantes (85,4%), de 75 afios o

mas.

El ECOG fue 0 en 36 pacientes (65,5%) y 1 en 19 (34,5%).

En cuanto a la histologia tumoral, 22 pacientes fueron catalogados como carcinoma

escamoso (40%) y los otros 33, como adenocarcinoma (60%).

Con respecto al estadio, se incluyeron 14 pacientes estadio III irresecable (25,5%), y 41
estadio IV (74,5%): primera linea de tratamiento en 18 pacientes (32,7%) y segunda linea

o superior en 23 pacientes (41,8%).

Se administré durvalumab en 14 pacientes (25,5%), pembrolizumab en 21 (38,2%),

atezolizumab en 18 (32,7%) y nivolumab en 2 (2%)).

Tabla 7. Caracteristicas basales de los pacientes.

Caracteristicas N =55 %
Sexo

Hombre 39 71%

Mujer 16 29%
Edad

<75 47 85%

>75 8 15%
ECOG

0 36 65,5%

1 19 34,5%
Histologia

Escamoso 22 40%

Adenocarcinoma 33 60%
Estadio tumoral

Estadio III irresecable 16 25,5%

Estadio IV 39 74,5%
Indicacion de tratamiento

Localmente avanzado 14 25,5%

Primera linea 18 32,7%

Segunda linea o superior 23 41,8%
Farmaco ICI

Durvalumab 14 25,5%

Pembrolizumab 21 38.2%

Atezolizumab 18 32,7%

Nivolumab 2 2%

En lo referente a la respuesta al tratamiento con ICI, Tabla 8, de los 55 pacientes

reclutados, 35 presentaron respuesta al tratamiento con ICI:
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- 13 (37,1%) eran carcinomas escamosos (de los cuales 9 fueron varones) y 22
(62,9%) adenocarcinoma (15 varones).
- EI ECOG PS fue cero en 28 de ellos (80%) y uno en los otros 7 (20%).

Por otro lado, en los 20 pacientes que no respondieron a la ICI:

- Nueve (45%) eran escamosos (8 varones) y 11 (55%) adenocarcinoma (7
varones).
- EI ECOG PS fue cero en 9 de ellos (45%) y uno en los otros 11 (55%).

La edad media tanto en aquellos que respondieron al tratamiento como los que
progresaron, fue de 65 afios.

Con respecto a los valores de la lactato deshidrogenasa (LDH) plasmatica, todos los
pacientes que alcanzaron una respuesta completa al tratamiento con ICI presentaron
valores normales basales. Los valores de LDH basal en los 20 pacientes que no
respondieron a la ICI fueron superiores al limite de la normalidad.

Tabla 8. Caracteristicas segun la respuesta al tratamiento con ICI.

Respuesta al tratamiento SI (N=35) NO (N=20)

Histologia
Escamoso 13 (37%) 9 (45%)
Adenocarcinoma 22 (63%) 11 (55%)
Sexo
Varoén 24 (68,5%) 15 (75%)
Mujer 11 (31.5%) 5(25%)
ECOG
0 28 (80%) 9 (45%)
1 7 (20%) 11 (55%)

4.2 Toxicidad inmunorrelacionada v respuesta

Del total de los 55 pacientes, solo 35 (63,3%) respondieron al tratamiento con ICI.
En cuanto a la toxicidad inmunorrelacionada, estuvo presente en 25 pacientes: 20 (80%)
dentro del grupo de los respondedores a ICI, y 5 (20%) de los que no hicieron respuesta
al tratamiento. Tabla 9.

Las toxicidades mas frecuentes fueron la cutdnea y la neumonitis (16,7% en ambas),
seguidas de la toxicidad endocrina y musculo-esquelética (13,9%). Tabla 5.

La SG, Figura 19, fue estadisticamente significativa superior, para p<0.05, en el grupo de
pacientes que respondi6é a ICI, con una mediana de 27 meses (IC 18,15-35,85) para
aquellos pacientes que consiguieron una respuesta parcial como mejor respuesta, 20
meses (IC 15,46-24,54) para los que obtuvieron una estabilizacion de la enfermedad,
frente a 4 meses (IC 3,07-4,93) en aquellos que tras una primera evaluacion presentaron
progresion de la enfermedad.

Con respecto a la SLP, también se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas
para p<0.05 en los pacientes respondedores a ICI (IC 2,81-17,19), con una mediana de
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14 meses para aquellos pacientes que consiguieron una respuesta parcial como mejor
respuesta, 10 meses para los que obtuvieron una estabilizacion de la enfermedad, frente
a 2 meses en aquellos que tras una primera evaluacion ya presentaban progresion de la
enfermedad.

Figura 19. Analisis de supervivencia global mediante Kaplan-Meier, segln la respuesta
al tratamiento con ICI.

En cuanto al desarrollo de irAEs, de los 35 pacientes (63,3%) que respondieron al
tratamiento con ICI, 20 desarrollaron toxicidad (57%), frente a solamente de 5 pacientes
del grupo de los no respondedores (25%). Tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas segun la presencia de irAEs.

Desarrollo irAEs SI (N=25) NO (N=30)
Respuesta al tratamiento

Si 20 (57%) 15 (43%)

No 5(25%) 15 (75%)
Histologia

Escamoso 12 (48%) 10 (33%)

Adenocarcinoma 13 (52%) 20 (66%)
ECOG

0 19 (76%) 17 (57%)

1 6 (24%) 13 (43%)

Dentro del grupo que desarrollé irAEs (N = 25), 12 (48%) fueron carcinomas escamosos
y 13 adenocarcinoma (52%). El ECOG PS fue 0 en 19 de ellos y 1 en los otros 6. La edad
media fue de 68 anos.

De los 30 pacientes que no desarrollaron irAEs, 10 se correspondieron con histologia de
escamosos (33%) y 20 adenocarcinomas (67%). El ECOG PS fue 0 en 17 de ellos y 1 en
los 13 restantes. La edad media fue de 63,5 afios.
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Supervivencia acum

Destaca que el ECOG PS 1 fue mas frecuente (76% vs 57%), en aquellos pacientes que
no lograron una respuesta al tratamiento con ICI.

El desarrollo de irAEs fue similar en ambos subgrupos a nivel de histologia.

En lo referente al estudio de la SG segun el desarrollo de irAEs, no se obtuvieron
resultados estadisticamente significativos para p<0.05. A pesar de ello, el nivel de
significacion se encontrd muy cerca del punto critico, siendo p=0.051 (IC 11,13- 26,87).
La mediana de supervivencia para el grupo que no presentd toxicidad fue de 6 meses,
frente a los 21 meses del grupo que si desarroll6 irAEs.

Si se objetivan diferencias estadisticamente significativas para p<0.05 (IC 2,81-17,19) en
el estudio de la SLP y el desarrollo de irAEs, Figura 20. La mediana de SLP para el grupo
que no present6 toxicidad fue de 6 meses, frente a los 20 meses del grupo en el que si se
desarrollaron irAEs.
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Figura 20. Analisis de supervivencia mediante Kaplan-Meier, segun la aparicion de efectos
adversos inmunorrelacionados: (A) Supervivencia global. (B) Supervivencia libre de progresion,
estadisticamente significativo para p<0,05. Respuesta completa (RC), respuesta parcial (RP),
enfermedad estable (EE), progresion de enfermedad (PR), no evaluado (NE).

En lo referente al estudio de PD-L1, Tabla 10: en el grupo de respondedores (n = 35), el
PD-L1 fue <1% en 10 pacientes (28,5%), 1-49% en 13 (37%) y =50% en 11 pacientes
(31,5%). En un paciente, el resultado no fue concluyente.

Por el contrario, en los pacientes que no respondieron a la terapia con ICI (n = 20), el PD-
L1 fue <1% en cinco (25%) pacientes, 1-49% en ocho pacientes (40%) y >50% en cinco
pacientes (25%); los resultados no fueron valorables en dos pacientes.
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Tabla 10. Caracteristicas segun respuesta al tratamiento y niveles de PD-L1.

Respuesta al tratamiento SI (N=35) NO (N=20)

PD-L1
<1% 10 (28,5%) 5(25%)
1-49% 13 (37%) 8 (40%)
>50% 11 (31,5%) 5 (25%)
No concluyente 1 (3%) 2 (10%)

Cabe destacar que de los 10 pacientes que lograron una respuesta completa, en 5 de ellos,
el valor de PD-L1 fue 1-49%, y en los otros 5, >50%. La determinacion de PD-L1 no se
correlaciona claramente con la respuesta a la terapia con ICI, por lo que se necesita con
urgencia el descubrimiento/desarrollo de factores predictivos para el tratamiento de
inmunoterapia en el CPCNP.

4.3 Composicion de la microbiota intestinal

La composicion de la microbiota intestinal, considerando las diversidades alfa y beta,
fue comparable en todos los pacientes independientemente de su respuesta a ICI o la
aparicion de irAEs (Figura 21).

Sin embargo, el analisis LEfSe mostro6 diferencias estadisticamente significativas para el
filo Bacillota, incluyendo una mayor abundancia de Clostridia y Monoglobus en los
respondedores a ICI, y de Hungatella en los no respondedores.

Por otro lado, los pacientes que desarrollaron irAEs presentaban una abundancia
significativamente mayor de Beta-proteobacteria y Enterococcus, haciéndolo en
detrimento de Negativicutes y otros géneros del filo Bacillota.

Akkermansia estuvo escasamente representada entre nuestros pacientes, siendo
indetectable en casi la mitad de ellos, y con escasas lecturas en el resto. Por este motivo,
no se pudieron establecer correlaciones con su abundancia y la respuesta a la ICI o los
irAEs.
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Figura 21. Composicion bacteriana en los diferentes grupos utilizados en este estudio: (A)
analisis UNIFRAC ponderado que no logro separar a los pacientes que respondieron y a los que
no respondieron a los ICI, asi como a los pacientes con y sin irAE; (B) Cladograma. Resultados
de analisis LEfSe para pacientes que respondieron y no respondieron al tratamiento con ICI; (C)
resultados de analisis LEfSe para pacientes segun desarrollo o no, de toxicidad por ICI.
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4.4 AGCC

Los AGCC con mayor presencia global en los pacientes fueron el 4cido acético (56%),
propionico (19%) y butirico (11%), mientras que los acidos valérico (5%), isovalérico
(5%) e isobutirico (4%) se detectaron en proporciones mas bajas.

Las distribuciones de cada uno de los AGCC y los analisis posteriores basados en la
respuesta ICI y desarrollo de irAEs se muestran en la Figura 22.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos.
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Figura 22. Continua.
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Figura 22. Continua.
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Figura 22. Valores obtenidos para cada uno de los AGCC y su andlisis estadistico segin
grupo de pacientes: respuesta, respuesta y toxicidad, solo toxicidad y ninguna de ellas. No se
detectaron diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los 4 grupos
preespecificados, ni para ningun AGCC.

4.5 Biomarcadores de permeabilidad de membrana en sangre periférica

4.5.1 Distribucion seroldgica

La distribucion serologica de la concentracion de cada uno de los parametros se
muestra en la Figura 23.

La citrulina mostrd la mayor dispersion. Pudo realizarse el andlisis correcto en 53
pacientes, con un valor minimo de 0,0 pmol/L y una deteccion de valor maximo en 29,2
umol/L; con una mediana de 7,6 umol/L; media de 8,5 pmol/L; IC media 95% 6,6-10.

El estudio de los anticuerpos anticitrulina pudo realizarse en 52 de los pacientes, y mostro
unos valores negativos (0-5,25 U/ml) en 49 de ellos (94%), frente a 3 pacientes (6%) con
resultados positivos (>5,25 U/ml). Valor méximo 377,9 U/ml, con una mediana de 0,0
U/mL y una media de 9 U/ml.

El analisis de la zonulina pudo llevarse a cabo en 53 pacientes, con unos niveles minimos
de 0,1 ng/ml, y maximo de 29,1 ng/ml. Mediana de 1,7 ng/ml; media de 2,8 ng/ml; IC
media 95% 1,6-4,0.

El estudio de los niveles de endotoxina se realizd en 53 pacientes, con deteccion de
niveles entre 2,1 UE/ml y 29,9 UE/ml de méximo. Mediana de 5,3 UE/ml; media de 5,9
UE/ml; IC media 95% 4,8-7,0.
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Figura 23. Distribucion de los valores obtenidos para los marcadores relacionados con la
permeabilidad intestinal, con factores de conversion para unificar unidades de medida entre
citrulina, zonulina y endotoxina.

El andlisis de SG y SLP segun la estimacion producto-limite de Kaplan-Meier, en
funcién de las determinaciones de citrulina (figura 24), anticuerpos anticitrulina (figura
25), zonulina (figura 26) y endotoxina (figura 27), no mostrd resultados estadisticamente
significativos.

4.5.2.1 Citrulina
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Evento Muerte

Niveles de Total N° N° % Mediana I.C. I.C.
Citrulina eventos censurado censurado L.L L.S.
<7,6 umol/L 27 16 11 40,7% 13,00 1,55 24,45
>7,6 pmol/L 26 14 12 46,2% 23,00 8,25 37,75
Total 53 30 23 43,4% 19,00 8,44 29,56
Evento Progresion

. () o [
1\éli‘;ﬂlelsil?ae Total thljntOS censﬁrado cens:(;'ado Mediana iCI i(;
<7,6 umol/L 27 14 13 48,1% 20,00 0,00 45,25
>7,6 pmol/L 26 17 9 34,6% 10,00 5,37 14,63
Total 53 31 22 41,5% 10,00 2,95 17,05

Figura 24. Analisis de SG y SLP segtin los valores de citrulina.

En el grafico de las curvas de SG y SLP segtn la estimacion producto-limite de Kaplan-
Meier por niveles de citrulina (<7,6 pmol/L; >7,6 umol/L) se aprecia descriptivamente
que entre los grupos no existen diferencias en el tiempo hasta muerte ni hasta la
progresion de la enfermedad.

Para intentar extrapolar esta conclusion a nivel poblacional se utilizé el contraste de
Mantel-Haenszel (log-rank), concluyendo que no hay diferencias significativas entre los
grupos en SG (estadistico=0,015; p-valor=0,904), ni en SLP (estadistico=1,096; p-

valor=0,295).

4.5.2.2 Anticuerpos anticitrulina
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Evento Muerte

Ac. Total N° N° % Mediana I.C. 1.C.
Anticitrulina eventos censurado censurado L.L L.S.
Negativo 0
(0-5,25 U/ml) 49 28 21 42.,9% 19,00 8,53 29,47
Positivo 0
(525 Uml) > ! 2 66,7% - - -
Total 52 29 23 44.2% 19,00 8,53 29,47
Evento Progresion
Ac. N° N° % . I.C. 1.C.
Anticitrulina Total eventos censurado censurado Mediana L.L L.S.
Negativo 0
(0-5,25 U/ml) 49 29 20 40,8% 10,00 3,33 16,67
Positivo 0
>525U/ml) > ! 2 66,7% - - -
Total 52 30 22 42,3% 10,00 2,95 17,05

Figura 25. Andlisis de SG y SLP segtin los valores de anticuerpos anticitrulina.

En el grafico de las curvas de SG y SLP segun la estimacion producto-limite de Kaplan-

Meier por Ac Anticitrulina (Negativo (0-5,25 U/ml), Positivo (>5,25 U/ml)) se aprecia

descriptivamente que entre los grupos no existen diferencias en el tiempo hasta muerte ni

hasta la progresion de la enfermedad.

Para extrapolar esta conclusion a nivel poblacional utilizé el contraste de Mantel-
Haenszel (log-rank), concluyendo que no hay diferencias significativas entre los dos
grupos a nivel de SG (estadistico=0,417; p-valor=0,518), ni del SLP (estadistico=1,020;

p-valor=0,312).

4.5.2.3 Zonulina
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Evento Muerte

Niveles de Total N° N° % Mediana 1.C. I.C.
Zonulina eventos censurado censurado L.I. L.S.
<1,7 ng/ml 26 15 11 42,3% 21,00 9,09 32,91
>1,7 ng/ml 27 15 12 44,4% 10,00 0,00 30,79
Total 53 30 23 43,4% 19,00 8,44 29,56
Evento Progresion
Niveles de N° N° % . 1.C. I.C.
Zonulina Total eventos censurado censurado Mediana L.I. L.S.
<1,7 ng/ml 26 14 12 46,2% 11,00 2,71 19,29
>1,7 ng/ml 27 17 10 37,0% 7,00 0,00 16,23
Total 53 31 22 41,5% 10,00 2,95 17,05

Figura 26. Analisis de SG y SLP segln los valores de zonulina.

En el grafico de las curvas de SG y SLP segun la estimacion producto-limite de Kaplan-
Meier por niveles de zonulina (<1,7 ng/ml; >1,7 ng/ml) se aprecia descriptivamente que
entre los grupos no existen diferencias en el tiempo hasta la muerte ni hasta la progresion

de la enfermedad.

Para extrapolar esta conclusion a nivel poblacional utilizo el contraste de Mantel-
Haenszel (log-rank), y se concluye que no hay diferencias significativas entre los grupos
a nivel de SG (estadistico=0,076; p-valor=0,783), ni de SLP (estadistico=0,525; p-

valor=0,469).

4.5.2.4 Endotoxina
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Evento Muerte

Niveles de Total N° N° % Mediana 1.C. 1.C.

Endotoxina eventos censurado censurado L.I. L.S.
<5,3 UE/ml 26 16 10 38,5% 13,00 1,26 24,74
>5,3 UE/ml 27 14 13 48,1% 27,00 1,56 52,44
Total 53 30 23 43,4% 19,00 8,44 29,56

Evento Progresion

Niveles de Total N° N° % Mediana I.C. I.C.
Endotoxina eventos censurado censurado L.I L.S.
<5,3 UE/ml 26 15 11 42,3% 6,00 3,71 8,29
>5,3 UE/ml 27 16 11 40,7% 14,00 8,35 19,65

Total 53 31 22 41,5% 10,00 2,95 17,05

Figura 27. Analisis de SG y SLP segun los valores de endotoxina.

En el grafico de las curvas de SG y SLP segtn la estimacion producto-limite de Kaplan-
Meier por Niveles de Endotoxina (<5,3 UE/ml; >5,3 UE/ml) se aprecia descriptivamente
que entre los grupos tampoco existen diferencias en el tiempo hasta la muerte ni en el
tiempo hasta la progresion de la enfermedad.

Para extrapolar esta conclusion a nivel poblacional se utiliz6 el contraste de Mantel-
Haenszel (log-rank), concluyendo que no hay diferencias significativas entre los grupos
para SG (estadistico=0,643; p-valor=0,423), ni para la SLP (estadistico=0,040; p-
valor=0,842).

Por ultimo, se realizd un analisis exhaustivo que incluyd todas las variables
analiticas y clinicas (Figura 28); sin embargo, no se identificaron marcadores predictivos
de respuesta a ICI o aparicion de irAEs, y no hubo correlaciones entre la abundancia
bacteriana, densidad de AGCC y/o los parametros de permeabilidad.
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5. Discusion

Dado el uso actual de los tratamientos con inmunoterapia en Oncologia Médica, con
resultados muy divergentes entre los diferentes tipos de cancer y aparicion de irAEs, la
investigacion de biomarcadores predictivos de respuesta a estas terapias es actualmente
una prioridad.

A pesar de que numerosos estudios han analizado varios posibles biomarcadores para
predecir la respuesta al tratamiento y el posible desarrollo de irAEs, pocos de ellos han
demostrado potencial, ademas de ciertas limitaciones para llevar a cabo la seleccion de
aquellos pacientes que obtendrian un mayor beneficio de este tratamiento (117).

La respuesta inmunologica estd modulada no sélo por la localizacion de la lesion tumoral
local sino también por varias regiones del organismo, incluido el intestino (foco de
nuestro estudio), donde las respuestas inmunes locales y sistémicas estan moduladas por
un estrecho didlogo con la microbiota (118,119). Los diversos factores del microambiente
intestinal del huésped que se han propuesto como modificadores de la respuesta
inmunitaria antitumoral y, especificamente, la respuesta a los ICI en el cancer de pulmoén
de célula no pequeiia, incluyen la microbiota y, (considerablemente menos explorados),
los AGCC y los marcadores de barrera epitelial.

Nuestro primer enfoque fue llevar a cabo la determinacion de la composicion bacteriana
y la abundancia diferencial de taxones en heces, que ya ha sido explorada por otros
autores (120,121), sin resultados concluyentes hasta ahora en pacientes con cancer de
pulmon.

Los valores de diversidad alfa fueron comparables en todos los pacientes y sugirieron un
ecosistema microbiano diverso y rico, con valores medianos de 5,5 y 13 para los indices
de PD de Shannon (abundancia relativa de taxa) y Faith (nimero de especies y cuanto se
parecen estas especies filogenéticamente), respectivamente.

El anélisis LEfSe sefial¢ taxones especificos que diferenciaban a los respondedores a ICI,
con una mayor abundancia de Clostridia combinada con una menor riqueza de
Hungatella; y 1a poblacion en la que se desarrollaban irAEs, con mayorr cantidad de Befa-
proteobacteria en detrimento de Negativicutes.

Nuestros resultados concuerdan con hallazgos previos de estudios en pacientes con
melanoma y otros tumores solidos tratados con ICI en los que los respondedores al
tratamiento presentaron un enriquecimiento de Clostridiales a nivel intestinal, en
comparacion con un aumento de Hungatella en los no respondedores (122). Derosa et al.
y Routy ef al. informaron de una correlacion entre la respuesta ICI y la abundancia de
Akkermansia (63,123), que fue confirmada recientemente por un estudio independiente
(124). Curiosamente, este género no estaba representado en casi la mitad de nuestros
pacientes y era un género minoritario en el resto de ellos. Otros estudios en melanoma
(125) y otros tumores soélidos, incluido el cadncer de pulmon (118), no han demostrado
correlacion entre Akkermansia y las respuestas de ICI.

La mayoria de los estudios publicados anteriormente sobre microbiota y enfermedades
humanas han tenido como objetivo prioritario la identificacion de una bacteria especifica
como la principal contribuyente; sin embargo, estos resultados a menudo no son
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reproducibles en estudios posteriores con diferentes pacientes o condiciones. Por lo tanto,
a pesar de varias décadas de estudios sobre microbiota, no se han identificado ain
marcadores especificos y universales para cada enfermedad.

Un estudio realizado por investigadores de la Universidad China de Hong Kong
recientemente publicado por Lin et al (126), analiza cémo la microbiota intestinal influye
en la respuesta a ICI en pacientes con diferentes tipos de cancer. Se identificaron especies
microbianas trans-reino, como las bacterias Faecalibacterium prausnitzii y Coprococcus
comes, y Nemania serpens y Hyphopichia pseudoburtonii, enriquecidas en los
respondedores a ICI. Estas especies mostraron efectos inmunomoduladores al influir en
la actividad de las células T CD8+ tanto in vitro como en modelos de ratones. Ademas,
se desarrollaron paneles de biomarcadores microbianos que predicen la respuesta a ICI
con alta precision en pacientes con melanoma metastasico, carcinoma de pulmoén de
células no pequefias y cancer renal. Los resultados fueron validados en cohortes
independientes, demostrando que estos biomarcadores pueden mejorar la prediccion de
la respuesta a la inmunoterapia. Este estudio también destaca la importancia de considerar
no solo las bacterias, sino también otros microbios como eucariotas, arqueas y virus en la
investigacion de la respuesta a ICI. Aunque el estudio tiene limitaciones, como la falta de
diversidad geografica en las cohortes, proporciona una base soélida para futuras
investigaciones sobre el papel de la microbiota intestinal en la inmunoterapia contra el
cancer.

Otro estudio reciente aboga por el andlisis del potencial papel prondstico y operativo de
la microbiota intratumoral en el CPCNP mediante secuenciacion de 16S rRNA y RNA
(127). Se analizaron muestras de tejido canceroso y tejido sano adyacente de 30 pacientes
con CPCNP. Se identificaron diferencias significativas en la composiciéon microbiana
entre los tejidos cancerosos y normales, especialmente en el carcinoma de células
escamosas. Se encontraron cuatro filos, cinco clases, nueve 6rdenes, 17 familias y 36
géneros asociados con el prondstico de CPCNP. Globalmente se identificaron dos grupos
microbianos diferenciados: uno protector, relacionado con la recurrencia tardia, y otro
perjudicial, asociado con una menor supervivencia y recurrencia temprana. Peptococcus
destacé como un factor prondstico independiente y perjudicial, posiblemente afectando
el pronostico a través de la sefializacion del factor de necrosis tumoral. El estudio sugiere
que la microbiota intratumoral puede desempefiar un papel crucial en la patogénesis de
CPCNP. Estos hallazgos proporcionan nuevas perspectivas para futuras investigaciones
y estrategias de tratamiento.

Tales son los avances en investigacion en este campo, que se estan comenzando a
desarrollar ensayos clinicos en este sentido. E1 NCT06403111 (128), es un estudio que
presenta un ensayo prospectivo, multicéntrico y exploratorio con la intencion de evaluar
la combinacion de trasplante de microbiota fecal (FMT) con quimioterapia basada en
platino y tislelizumab como tratamiento de primera linea en pacientes con CPCNP
avanzado sin mutaciones accionables. La combinacion de inmunoterapia con
quimioterapia es el estandar actual de tratamiento en este grupo de pacientes, pero la
resistencia primaria o adquirida sigue siendo un desafio. Se ha demostrado que la
microbiota intestinal modula el microambiente tumoral e influye en la respuesta a la
inmunoterapia, lo que ha conducido a la inclusion del FMT en este estudio. El ensayo,
registrado como FMT-JSNO-02 (NCT06403111), incluird 62 pacientes con CPCNP
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avanzado, estado funcional ECOG 0-1 y expresion de PD-L1 <50%. Recibirdn FMT
mediante cépsulas orales en combinacién con quimioterapia e inmunoterapia. El objetivo
primario es evaluar la tasa de supervivencia libre de progresion a los 12 meses. También
se analizaran biomarcadores, diversidad del microbioma y calidad de vida. Aunque el
disefio de brazo tnico limita la comparaciéon con un grupo control, los resultados podrian
aportar evidencia sobre el potencial del FMT para mejorar la eficacia del tratamiento
estandar en CPCNP avanzado.

La genética bacteriana permite el intercambio en las vias metabolicas, desplazando asi el
foco de la investigaciéon desde la composicion en exclusiva, hacia el estudio del
metabolismo del ecosistema global, en lugar de la abundancia de taxones individuales.
Los AGCC, metabolitos exclusivamente bacterianos producidos a través de la
fermentacion de fibras no digeribles, han sido implicados en numerosas afecciones
médicas, incluso en el CPCNP, aunque se desconoce su correlacion con la respuesta a la
ICI (129,130). Los AGCC contribuyen a regular la motilidad intestinal, la funcion de
barrera, el metabolismo del huésped y la distribucion de la microbiota.

Dentro de los AGCC, el butirato es el mas estrechamente relacionado con los procesos
oncologicos y se ha propuesto como un inhibidor de la proliferacion de células
cancerosas, con efectos antineoplasicos directos debido a las interacciones con las HDAC
(77,131). También se ha postulado que la administracion de propionato pudiera tener
potencial terapéutico para reducir la agresividad del CPCNP vy justifica una mayor
investigacion al respecto (132). A nivel local pulmonar, estos acidos podrian estimular las
células T reguladoras, las células T colaboradoras 2 y las células linfoides innatas tipo 3
con interleucina 22+ como mecanismo protector ante la inflamacion de las vias
respiratorias a través de la sefializacion del receptor de células T (133). Al modular las
HDAC, los AGCC podrian modificar no solo la actividad de las células dendriticas (134),
sino también de los monocitos (135), neutréfilos (136) y macrofagos (137). Incluso se
postula que podrian ser un nuevo enfoque para mejorar la citotoxicidad de las células NK,
incipientes en el tratamiento de los tumores solidos (138).

Recientemente se han informado que los acidos acético, propionico y butirico son los
principales AGCC en las heces, con una distribucion de 60:20:20 (139), siendo esta
representacion comparable a nuestros resultados (56:19:11). A pesar de nuestro s6lido
analisis de datos, no se detectaron correlaciones entre los diferentes AGCC y las bacterias
catalogadas o la respuesta ICI, lo que contrasta con los resultados de Nomura et al.,
quienes observaron que un aumento en los AGCC fecales se correlacionaba con la SLP
en tumores solidos (92). Alin no se dispone de metodologias estandarizadas ni de valores
normales para los AGCC, lo que dificulta las comparaciones. Nuestro estudio se ha
centrado en el CPCNP, a diferencia del estudio de Nomura et al. (92), en el que la mitad
de la muestra eran pacientes con melanoma y solo estaban representados dos pacientes
con cancer de pulmoén. Cabe destacar también que muchos de los pacientes incluidos en
el estudio de Nomura ef al. Correspondian a tumores solidos en los que la eficacia de los
ICI era deficiente en el momento del desarrollo del estudio, como tumores del area de
cabeza y cuello, del tracto gastrointestinal o genitourinarios.

Un estudio reciente de Luan et al. (140), ha analizado el papel del metabolismo del
butirato en el adenocarcinoma de pulmén y su impacto en la progresion tumoral y la
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respuesta inmunitaria. Se identificaron 51 genes diferencialmente expresados
relacionados con el metabolismo del butirato. De estos, cinco genes (CPS1, ABCC2,
CDKN3, SLC2A1 e IGFBP1) se seleccionaron para desarrollar una firma prondstica. El
analisis reveld6 que los pacientes con puntuaciones de riesgo altas tenian peor
supervivencia y una mayor expresion de puntos de control inmunitarios como PD-L1,
PD-L2 y PD-1, sugiriendo un posible beneficio del tratamiento con inmunoterapia en este
subgrupo. También se observé una correlacion con la resistencia a firmacos como
cisplatino, paclitaxel y docetaxel en el grupo de alto riesgo. Ademas, se valid6 la funcion
de CDKN3 en la proliferacion y migracion de células tumorales mediante experimentos
in vitro. La inhibicién de CDKN3 redujo significativamente la proliferacion y la invasion
celular, posicionandolo como un potencial objetivo terapéutico. El estudio sugiere que la
firma basada en genes del metabolismo del butirato, particularmente CDKN3, podria
servir como biomarcador prondstico y potencial diana terapéutica en CPCNP
especialmente adenocarcinoma.

Junto con el analisis de los AGCC, la principal contribucion de nuestro trabajo es la
exploracion detallada de la permeabilidad de la barrera intestinal, que apenas se ha
investigado en el CPCNP como un factor dependiente del huésped. Hoy en dia, aun existe
una falta significativa de procedimientos estandarizados y valores de punto de corte para
determinar dicha permeabilidad.

Nuestros resultados muestran una baja dispersion en las cuatro variables analizadas
(citrulina, anticuerpos anticitrulina, zonulina y endotoxina), lo que disminuye la
probabilidad de identificar biomarcadores para la respuesta a la ICI y la aparicion de
irAEs.

La mayoria de los estudios previos en este contexto han demostrado el efecto de las
endotoxinas en las células de CPCNP in vitro o en modelos animales. Sin embargo, hasta
donde conocemos, el nuestro es el primer informe de los niveles circulantes de endotoxina
en pacientes con CPCNP diferenciados por subgrupos segliin la respuesta a la ICI y la
aparicion de irAEs.

La principal limitacion de nuestro estudio es la falta de consenso sobre los aspectos
metodoldgicos y los valores normales de las mediciones, dada la novedad cientifica de
las mismas. No obstante, hemos explorado el microambiente del tracto intestinal como
una posible fuente de biomarcadores debido a su falta hasta el momento en otros
compartimentos (141,142). Ademas, el tamafio muestral es limitado, y el estudio es
unicéntrico y sin contar con una cohorte control.

La principal fortaleza de este trabajo es que se trata de un estudio exhaustivo de
microbiota fecal en pacientes con CPNCP que reciben tratamiento con inmunoterapia, asi
como el analisis pionero de los AGCC en heces y los factores de permeabilidad intestinal,
analizando su potencial relacién con la respuesta al tratamiento y el desarrollo de
toxicidad inmunorrelacionada, llevado a cabo de forma prospectiva.
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11.

6. Conclusiones

. La SG fue superior en el grupo de pacientes que respondio6 al tratamiento con ICI,

p<0.05 (IC 18,15-35,85).

No se alcanzo la significacion estadistica en el estudio de SG y su relacion con el
desarrollo de irAEs, p=0.051 (IC 11,13-26,87).

Se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas en la SLP de los pacientes
respondedores a ICI (p<0.05, IC 2,81-17,19) y en aquellos que presentaron irAEs
(p<0.05, IC 2,81-17,19).

La tasa de desarrollo de irAEs fue similar para ambas histologias: adenocarcinoma
(52%) y carcinoma escamoso (48%).

En nuestro estudio, los niveles de expresion de PD-L1 no se correlacionan
estrictamente con la respuesta al tratamiento con inmunoterapia.

La composicion de la microbiota intestinal, considerando las diversidades alfa y beta,
fue comparable en todos los pacientes, independientemente de su respuesta a ICI o
aparicion de irAEs.

El andlisis LEfSe mostr6é diferencias estadisticamente significativas para el filo
Bacillota, incluyendo una mayor abundancia de Clostridia y Monoglobus en los
respondedores a ICI, y Hungatella en los no respondedores.

Los pacientes que desarrollaron irAEs presentaron una abundancia significativamente
mayor de Beta-proteobacteria y Enterococcus, haciéndolo en detrimento de
Negativicutes y otros géneros del filo Bacillota.

Los AGCC con mayor presencia global en los pacientes fueron acido acético (56%),
propiodnico (19%) y butirico (11%). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la respuesta a ICI o el desarrollo de irAEs.

El andlisis de SG y SLP en funcién de las determinaciones de citrulina, anticuerpos
anticitrulina, zonulina y endotoxina, no mostrd resultados estadisticamente
significativos.

En el presente estudio, no hemos encontrado marcadores relacionados con la
permeabilidad del tracto gastrointestinal, la composicion del microbioma o los AGCC
que pudieran contribuir a predecir la respuesta a ICI o la aparicion de irAEs. Sin
embargo, estos datos podrian ayudar a otros investigadores a seguir explorando el
tracto intestinal como posible fuente de biomarcadores, ya que se incluyen
caracteristicas que no han sido analizadas previamente.
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7. Retos y perspectivas futuras

La interaccion entre la microbiota y el hospedador puede atribuirse a su participacion
en el metabolismo y las funciones inmunitarias del huésped. Por lo tanto, una mejor
comprension de los potenciales mecanismos por los cuales la microbiota afecta a la
aparicion y el desarrollo del cancer de pulmon, asi como la respuesta a la inmunoterapia,
serian clave para establecer el prondstico del cancer de pulmén y mejorar la eficacia y
seguridad de este tratamiento. La identificacion de marcadores circulantes de la integridad
de la barrera epitelial podria ser muy util para monitorizar la progresion del cancer y la
eficacia del tratamiento.
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